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Le virus du sarcome dermique de doré (WDSV) est un rétrovirus complexe de
poisson, et constitue le membre modèle du genre Epsilonretrovirits. Le sarcome
dermique du doré, auquel le WDSV a été relié étiologiquement, est une tumeur
bénigne qui se développe et régresse selon un cycle saisonnier.
Le WDSV encode un oncogène accessoire, Orf A, homologue de la cycline D et
impliqué dans le développement tumoral. Cependant, même les oncogènes viraux ne
peuvent transformer seuls une cellule hôte. Leur action doit être complérnentée par
l’expression d’autres oncogènes, ou par la perte de fonction de gène ‘tumeur
suppresseur”. Ainsi, le développement du sarcome dermique du doré pourrait
impliquer d’autres voies que celle d’Orf A.
À l’aide d’une méthode PCR, nous avons caractérisé 89 sites d’insertion provirale
dans 19 tumeurs sur les 26 testées. Sept insertions provirales réparties dans 3 tumeurs
sont subvenues chez un gène homologue des calpains, dont un membre a été décrit
comme agissant en tumeur suppresseur. De plus, l’analyse RLPCR des transcrits de
ce gène dans les tumeurs a mis en évidence la présence de nombreuses erreurs
d’épissage chez 1$ tumeurs sur 25 (72%). Ces transcrits aberrants présentaient des
codons stop précoces et codaient donc théoriquement pour des protéines tronquées.
Ces résultats suggèrent une perte de fonction de la calpaïne impliquée dans le
développement tumoral chez le sarcome dermique de doré.
MOTS-CLES : mutagénèse insertioimelle, épissage aberrant, tumeur, calpaïne,




Walleye dermal sarcorna virus (WDSV) is a piscine complex retrovirus, first
member of the Epsilonretrovirus genus. WDSV is etiologically associated with a
benign skin tumor which develops and regresses on a seasonal basis.
The WDSV genorne contains a cyclin-like gene (orf.A) which has been invoived
in tumor development. However, even the strong growth signais provided by viral
oncogenes are not sufficient to transforrn primary celis. They require the expression
of other oncogenes or the loss of function of tumor suppressor genes. In addition to
on A, oncogenesis may be rnediated by an additional pathway.
We characterized 89 proviral insertion sites in 19 turnors out of 26 using a PCR
based method. Seven integrations occulTed in a calpain-like gene in 3 tumors. In
addition, RT-PCR analysis of turnor mRNA showed frequent and various aberrant
spiicing of this gene in 18 turnors out of 25 (72%). Aberrantiy spliced transcripts
showed new stop codons and thus code theoreticaily for truncated proteins.
Calpain was reported as a turnor suppressor gene in a rodent system.
Considered together, these observations suggest that the loss of calpain function
contribute etiologically to the developrnent ofWD$.
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Le sarcome dermique du doré (WDS) est une tumeur bénigne du poisson.
Même si le doré (Stizostedion vitre ïtrn vitre um) se pêche et est élevé pour
consommation, le caractère bénin et la nature externe de la lésion ne justifient pas de
traitement à la pathologie. Mais les particularités uniques de la tumeur méritent une
attention toute réfléchie, et plusieurs laboratoires de recherches dans le monde sont
aujourd’hui et depuis dc nombreuses années dédiés à la résolution de ses mystères.
En effet, en dépit d’une apparence maligne, le développement tumoral du
WDS suit un cycle saisonnier, la tumeur apparaissant et croissant durant les saisons
d’automne et hiver, puis régressant totalement sans même laisser de cicatrice au
cours du printemps. Un tel renversement dans le processus tumoral est fort
impressionnant lorsqu’il a lieu dans la nature et qu’il est systématique.
L’étude du WDS vise donc à comprendre les mécanismes cellulaires
impliqués dans ce système, et permettra du même coup de mieux comprendre le
cancer, fléau de notre époque. Les connaissances issues des travaux effectués sur le
WDS serviront sans nul doute à poser les bases de nouvelles études afin de
développer des thérapies originales et efficaces contre le cancer chez l’ensemble des
animaux.
En dépit des nombreuses avancées réalisées sur ce sujet durant les dernières
années, le WDS est encore trop mal connu pour que l’on puisse comprendre son
fonctionnement dans son ensemble. Le présent projet se charge d’étudier la







Tous les rétrovirus sont regroupés dans la famille des retroviridae (Murphy
FA et al., 1995). Une précédente convention (Coffin JM, 1992) répartit ceux-ci en
sept genres selon des critères de morphologie du virion ou de la pathogénicité du
virus : les virus de mammifère de type C (ayant pour modèle le Murine Leukemia
Virus ou MLV), les virus aviaires de type C (modèle Rous Sarcoma Virus ou RSV),
les virus de type B (modèle Mouse Mammary Tumor Virus ou MMTV), les virus de
type D (modèle Mason-Pfizer Monkey Virus ou M-PMV), les lentivirus (modèle
Human Immunodeficiency Virus type 1 ou HIV- 1), les virus du groupe HTLV/BLV
(modèle Hurnan T-Cell Leukemia Virus ou HTLV- 1) et les spumavirus (modèle
Human foamy Virus ou HFV). A ces sept principales unités taxonomiques s’ajoutent
ensuite les rétrovirus de mouches (Kim A et al., 1994 ; Song SU et al., 1994) et de
poissons (Holzschu DL et al., 1995).
La complexité du classement s’accentuant à mesure de la découverte de
nouveaux rétrovirus, et avec l’avènement des techniques de caractérisation
génomique, il apparut nécessaire de remanier la taxonomie des rétrovirus en utilisant
les nouvelles domées (Pringle CR, I 99$) (van Regemuortel MHV et al., 2000). Ainsi
les Aipharetrovirus regroupent les rétrovirus aviaires de type C, le genre
Betaretrovirus compte les rétrovirus de mammifère de type B et les rétrovirus de type
D, les rétrovirus de mammifère de type C constituent le genre des Gammaretrovirus,
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le genre des rétrovirus du groupe BLV-HTLV devient celui des Deltaretrovirus. Les
Lentivirus et Spiimavirus conservent leurs nomenclatures et leurs positions au sein
des Retroviridae. Enfin, le genre des EpsiÏonretrovirus est créé en 1998 pour classer
dans leur propre unité de taxonomie les rétrovirus de poissons qui échappaient aux
exercices de comparaisons avec les autres espèces. Le WDSV (Walleye Dermal
Sarcoma Virus) est nommé à cette occasion comme le modèle du genre (Pringle CR,
199$).
Les EpsiÏonretrovirus, selon le dernier rassemblement du comité international
pour la taxonomie des virus (van Regemnortel MHV et al., 2000), ne comprennent
officiellement que trois espèces, le walleye dermat sarcorna virus (WDSV), et les
walleye epidermaÏ hyperpÏasia virus J et 2 (WEHV-1 et WEHV-2), toutes trois
infectant la peau de doré. Les espèces perch hyperpÏasia virus (PHV) et snakehead
retrovirus (SnRV) ont été proposées comme en faisant partie.
À l’échelle de la sous-famille, tous les genres à l’exception d’un seul sont
regroupés dans les Orthoretrovirinae. En effet, les Spumavirus ont été isolés dans la
sous-famille des Spumaretrovirinae en raison de leurs caractéristiques particulières,
qui les différencient des autres membres des rétrovirus. Ainsi, les Spumavirus
emportent dans leurs virions le matériel génomique déjà rétro-transcrit sous forme
d’ADN complémentaire de pleine longueur (Yu 5F et al., 1996). Il apparaît même
d’après certaines études (Heinkelein M et al., 2000 ; Linial ML, 1999 ; Moebes A et
al., 1997; Rethwilm A, 2003 ; Yu SF et al., 1999) que c’est l’ADN présent dans la
particule virale qui joue le rôle d’agent actif lors de l’infection et non l’ARN
génomique comme chez les autres rétrovirus (Lori F et al., 1992; Trono D, 1992).
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Hormis cette différence majeure, ce genre accumule un certains nombre de
distinctions, comme la présence d’un promoteur interne dirigeant l’expression de
gènes accessoires (Lôchelt M et al., 1993), ou le processus d’assemblage des
particules virales, fort singulier (Lindernann D et al., 2001 ; Wilk T et al., 2001).
Il est à noter que les genres Deltaretrovirus, des lentivirus, des spumavirus et
des Epsilonretrovirtts incluent dans leurs caractéristiques une organisation
génomique de type complexe, c’est-à-dire comprenant, en plus des gènes structuraux
indispensables à la réplication du virus (également présents chez leur contrepartie les
rétrovirus simples), des gènes dits accessoires. Les produits de ces gènes peuvent
remplir une large gamme de fonctions telles que la régulation de gènes cellulaires et
viraux (par exemple avec tax) (Yoshida M, 2001 ; franchini G et al., 2003),
l’optimisation de la virulence (comme c’est le cas pour neJ) (Miller MD et al., 1994
Spina CA et al., 1994), l’évitement du système immunitaire de l’hôte (également
observé chef nef) (Schwartz O et al., 1996 ; Collins KL et al., 1998).
1.2. Morphologie des virions
La structure d’un virion de rétrovirus prend en compte un génome constitué
d’acides ribonucléiques (ARN). une matrice, une capside et une enveloppe (bicouche
lipidique dans laquelle s’enchâssent des protéines de surface). Une particule virale
renferme également les protéines virales qui lui seront nécessaires lors des maturation
et infection et qui sont codées par son propre génome.
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L’éventail de tailles des particules rétrovirales s’étale entre 80 et 100 nm. Ces
données doivent être néanmoins considérées avec prudence en regard du nombre de
sources élevées des informations et de l’imprécision des techniques de mesures selon
l’analyse effectuée (Coffin 1M et al., 1997 ; p29). Le coefficient de sédimentation des
virions est observé à 600 S (rate zonal sedimentation).
Quatre grandes catégories furent définies à partir d’observations au
microscope électronique (techniques de coupes minces) (Bernhard W, 1958
deHarven E, 1974).
Les particules de type A représentent une forme immature intracellulaire de
certains virus. Elle est définie par l’acronyme IAP pour «Intracistemal type A
Particles» (fig.ÏA). En effet, les virus de types B et D ainsi que les spumavirus ont,
contrairement aux autres rétrovirus qui assemblent leurs structures à la membrane, la
particularité de construire le noyaux de la particule dans le cytoplasme, avant de
l’envelopper à la membrane.
Les particules de type B matures et extracellulafres présentent un noyau rond
et décentré (FIG.1B).
Les particules matures de type C centrent leur noyaux qui prend une forme
ronde parfois légèrement anguleuse (FIG. 1 C). Les Aipharetrovirus et
Gammaretroviits produisent des particules de types C, assemblant leurs particules
immatures à la membrane cellulaire.
Les particules matures de type D forment des noyaux plus effilés, en forme de
barre (FIG.1D).
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Les membres du genre des Betaretrovirus assemblent des capsides immatures
(particules de type A) dans le cytoplasme, pour que celles-ci bourgeonnent à la
membrane et forment des particules de type B ou D selon l’espèce du virus.
Les spumavirus et lentivirus échappent à cette classification, car ils présentent
des caractères atypiques. Par exemple, les lentivirus semblent appartenir au type C
lors du bourgeonnement mais présentent un noyau conique (FIG.1E).
1.3. Organisation du génome des Ortlioretrovirinae
Les Orthoretrovirinae possèdent un génome composé d’ARN simple brin,
linéaire et non segmenté. Le noyau contient deux copies de l’acide nucléique, reliées
par des ponts hydrogène. La taille du génome varie de 7 à 13 kilobases.
Le génome d’un rétrovirus est toujours bordé de séquences particulières
nommées répétitions terminales longues (LTR), même si ces séquences ne sont pas
conservées entre les différents virus. Elles n’en demeurent pas moins primordiales à
la réplication puisque impliquées dans la rétro-transcription de l’ARN viral en ADN
complémentaire double brin (le provirus), l’intégration du provirus dans le génome
de l’hôte et la transcription virale (le promoteur viral, le site d’initiation de la
transcription ainsi que le site de polyadénylation y prennent place).
Indispensable à l’encapsidation, c’est-à-dire à l’incorporation du transcrit de
pleine longueur dans les nouvelles particules virales, le signal d’encapsidation (noté
w) est une séquence non conservée et mal définie qui englobe une partie de
l’extrémité 3’ du LTR et le début du gène gag (Mann R et al., 1983).
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Le génome d’un rétrovirus non-défectif, c’est-à-dire capable d’infecter la
cellule hôte et de se répliquer seul, comporte les trois ORF (phases de lecture
ouvertes) des gènes suivants gag, pro-pol et env, dits structuraux (Fleissner E, 1971
Oroszlan S et al., 1971 ; Schfer W et al., 1972 ; August JT et al., 1974).
gag code pour les protéines de la capside (notée CA) et de la nucléo-capside
(NC), ainsi que pour celles de la matrice (MA) et se charge donc de produire les
composantes du noyaux de la particule virale, son squelette.
L’expression de pro-poi aboutit à la production de trois protéines. Une
protéase (PR) découpe les produits protéiques de la traduction des ORF virales en
unités fonctionnelles. Une rétrotranscriptase (RT) polymérise le provirus d’ADN
double-brin à partir de l’ARN génomique viral, en amorçant son travail à l’aide d’un
ARNt cellulaire défini, mais variable selon les espèces. Enfin l’intégrase (IN) se
charge d’insérer le provirus au sein de l’ADN génomique de l’hôte.
Le gène env quant à lui, code pour les protéines qui iront se ficher dans
l’enveloppe (SU et 1M), et qui jouent un rôle déterminant dans l’assemblage et le
bourgeonnement des particules virales en formation, ainsi que dans la reconnaissance
et l’infection de nouvelles cellules hôtes. C’est en outre le gène le plus variable chez
les Orthoretrovirinae ; en effet, la partie codant pour SU se doit d’être versatile, car
elle a pour fonction de reconnaître le récepteur sur la surface de la cellule hôte. Une
grande diversité garantie donc au virus un plus large spectre de cellules cibles.
Fait marquant, le génome est toujours organisé selon le plan séquentiel décrit
ci-dessus : LTR-gag-pro-poÏ-env-LTR. Ainsi jamais l’ordre des gènes n’est-il troublé
chez aucun virus connu. Par contre, dans le cas de rétrovirus complexes, à ce schéma
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classique peuvent s’additionner des gènes accessoires. Ces derniers peuvent être
positionnés à différentes places, toujours en aval de pot à l’exception unique d’oif C
chez le WDSV et les virus de l’hyperplasies épidermiques du doré 1 et 2 (WEHV 1 et
2), membres des Epsilonretrovirus. orf C est le seul gène accessoire situé entre le
LTR et gag.
1.4. Cycle de réplication des Orthoretrovirinae
Le cycle de réplication des Orlhoretrovirinae peut être schématisé par la
succession d’étapes suivantes (Swanstrom et al 1990 ; Luciw et al 1992 ; Coffin JM
1996).
1.4.1. L’entrée dans la cellule hôte
D’abord, les particules virales doivent être en présence de cellules
correspondant à leur tropisme, c’est-à-dire appartenant à une espèce et un type
cellulaire qu’elles sont capables de parasiter efficacement. Les virions doivent
reconnaître la surface de la cellule hôte et y adhérer. Cet événement se fait via
l’interaction spécifique de protéines virales de l’enveloppe avec la protéine
membranaire cible cellulaire. La glycoprotéine virale externe SU va reconnaître le
récepteur cellulaire. Cette interaction est importante et très spécifique. C’est cette
connexion qui va déterminer en grande partie le tropisme et le pouvoir pathogène du
virus. Le contact établi, le signal de reconnaissance est transmis dc SU à la protéine
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transmembranaire TM qui par un processus mal connu va promouvoir la fusion de
l’enveloppe à la membrane cellulaire. Plus qu’un simple lien, le récepteur doit activer
SU pour produire le signal. Ainsi dans le cas de HIV-1 et SIV, c’est un changement
de conformation de SU qui provoquera son activation (Sattentau QJ et al., 1991 et
1993). Une partie de la structure virale, la nucléocapside (qui comprend le génome)
va alors s’infiltrer dans le cytoplasme (Coffin JM et al., 1997 ; chapitre 3).
Il est important de noter ici que le récepteur utilisé par le virus pour
reconnaître la cellule hôte possède une fonction cellulaire sans rapport avec
l’infection. Le virus détourne donc une fonction cellulaire normale à son avantage.
Cette «porte» membranaire varie pour chaque virus. Il n’y a pas de relation connue
entre les différents récepteurs, le seul point commun à tous étant leur position
membranaire. La spécificité de cette interaction sine qua non pour l’infection fait du
gène env un sujet d’étude de choix pour combattre un virus.
1 .4.2. La rétro-transcription
Dans le cytoplasme se déroule une étape intrinsèque et caractéristique des
rétrovirus : il s’agit de la rétro-transcription (ou reverse transcription). Lors de celle
ci, le génome viral, composé d’ARN simple brin (ARNsb), est pris en charge par une
protéine rétro-virale nommée réverse-transcriptase (ou rétro-transcriptase, RT) pour
être recodé sous forme d’acide désoxyribonucléique double brin (ADNdb). Cet
intermédiaire est appelé provirus. La protéine RI est donc une ADN-polymérase
ARN-dépendante. De par l’importance capitale de cette activité, la séquence
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nucléotidique codant pour les sites actifs de la molécule est la plus conservée du
génome. Néanmoins, les séquences des RI des différents virus varient de manière
significative (Doolittle RF et al., 1989).
La découverte de l’existence de la RT (Baltimore D, 1970 ; Ternin H et al.,
1970) a révolutionné le dogme de la biologie moléculaire, qui ne concevait à
l’époque que le passage de l’ADN vers l’ARN. La protéine RI fonctionnellement
autonome in vitro (Houts GE et al., 197$), possède toutes les qualités requises pour
effectuer sa tache. Malgré cette indépendance théorique vis-à-vis de co-facteurs, on
sait que le travail de la RI est facilité par d’autres protéines virales, comme NC
(nucléo-capside) qui favorise une hybridation ordonnée des acides nucléiques
(Schulein M et al., 197$ ; Karpel RL et al., 1987 ; Weiss S et al., 1992) ou la protéase
PR (Nagy K et al., 1994). La protéine RI est donc pourvue de deux activités
enzymatiques distinctes : premièrement, c’est une ADN-polymérase qui peut aussi
bien lire et s’appuyer sur l’ARN que sur l’ADN. Cette versatilité est nécessaire à
l’accomplissement de la rétro-transcription. En effet, si la RI débute la synthèse
d’ADN sur un génome ARN, la complétion de la rétro-transcription exige aux étapes
suivantes qu’elle se base sur l’ADN qu’elle vient elle-même de polymériser.
Deuxièmement la protéine RT est également capable de déployer une action de
RNAse H. Elle dégrade alors l’ARN spécifiquement engagé dans un duplexe ARN
ADN. La RI «efface» ainsi l’information ARN qu’elle vient de retranscrire en
ADN, ce qui lui permet de polymériser l’autre brin ADN. Il apparaît donc que le
génome ARN est consommé par l’étape de rétro-transcription. Ceci explique peut
être la caractéristique des Orthoretrovirinae selon laquelle deux copies du génome
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sont présentes dans chaque virion, augmentant les chances de réussite de l’étape de
rétro-transcription (Coffin JM, 1979).
Comme toutes les polyrnérases, la RT initie la rétro-transcription à l’aide
d’une amorce. Toutes les RT utilisent pour cela un ARN de transfert (ARNt) de la
cellule encapsidatrice. L’ARNt employé varie selon le virus. Par exemples le virus du
sarcome/leucémie aviaire (ASLV) se sert de l’ARNt tryptophane (Harada F et al.,
1975), le virus du SIDA (HIV) de l’ARNt lysine (Ratner L et al., 1925 ; Jiang M et
al., 1993).
Le déroulement de la rétro-transcription se fait selon une série d’étapes bien
conmtes (Gilboa E et al., 1979 ; Varmus HE et al., 1982 et 1985 ; Coffin JM, 1990
Whitcomb JM et al., 1992 ; Champoux JJ, 1993 ; Telesnitsky A et al., 1993).
Brièvement, la RT polymérise le provirus un brin à la fois, en s’appuyant sur l’ARN
génomique qu’elle dégrade au fur et à mesure. Elle doit également «sauter» de
l’ARN sur l’ADN nouvellement formé, pour pouvoir générer le second brin d’ADN
et compléter les extrémités des LTR. La RI se servira alors de l’ADN nouvellement
formé d’abord comme amorce, puis aussi comme gabarit. C’est par cette procédure
que le provirus se retrouve plus long que l’ARN génomique, étendu à ses bouts par
une partie de LTR. Le provirus n’en est pas moins colinéaire sur le reste de la
molécule.
In vitro, la RT montre une activité peu fidèle (Battula N et al., 1974
Williams KI et al., 1992 ; Bebenek K et al., 1993). Par là, on entend qu’elle fait de
nombreuses erreurs lors de la rétro-transcription. Ce manque de fiabilité est attribué à
l’absence d’activité enzymatique de correction des erreurs (« proof-reading
14
activity ») (Battula N et al., 1976) chez cette enzyme, ainsi qu’à sa propension à
reconnaître et utiliser des amorces imparfaites (Perrino FW et al., 1989
Bakhanashvili M et al., 1992 ; Pulsinelli GA et al., 1994). La fréquence d’erreurs de
la RT est estimée à 10, même si cette moyenne est à considérer comme
approximative. En effet, l’occurrence des erreurs est sujette à de nombreux facteurs,
et il est impossible de déterminer sa valeur exacte (Coffin 1M et al., 1997 p143).
Cette insuffisance dans la fidélité se retrouve in vivo. Un fort taux de mutation permet
aux virus de s’adapter rapidement aux changements d’environnements et aux
agressions (Katz RA et al., 1990 ; Coffin JM, 1993 et 1995 ; Wain-Hobson S, 1993).
La rapidité d’évolution du génome d’un rétrovirus a été évaluée un million de fois
plus élevée que celle du génome de son hôte (Gojobori T et al., 1985). Ces
informations mettent en évidence l’utilité d’une RI faillible pour le rétrovirus, lui
assurant une survie et une agressivité accrues.
Mais si la RT est un atout pour le rétrovirus, elle est tout autant une cible
thérapeutique potentielle. En effet, bien que les télornérases usent d’une activité
ADN-polymérase ARN-dépendante pour l’entretien des extrémité des chromosomes
(Blackburn EH, 1993), aucune fonction biochimique cellulaire n’est comparable à
celle de la RI. La particularité étant toujours une cible de choix, des inhibiteurs de
RT à visées de traitement ont été développés. Malheureusement, ces médicaments
sont souvent toxiques pour le patient, ou leurs effets sont contournés par le virus qui
produit des mutants résistants. En synergie avec des inhibiteurs de protéases et
différents inhibiteurs de RI, ces molécules produisent toutefois des résultats positifs
(Coffin et al 1997 ; chapitre 12).
1.4.3. La re-localisation du provirus au noyau:
L’ADN viral rétro-transcrit doit alors se rapprocher de l’ADN génomique de
l’hôte. Après l’entrée dans la cellule, le voyage à travers le cytoplasme jusqu’au
noyau est pressenti actif, sans que l’on connaisse vraiment la nature du mécanisme
qui pourrait être impliqué (Coffin JM et al., 1997 ; pl67-168 ; Katz RA et al., 2003).
En effet, la viscosité du milieu cytoplasmique et sa perméabilité laissent à penser que
la simple diffusion d’un intermédiaire de réplication rétro-viral est négligeable autant
qu’insuffisante (Luby-Phelps K et al., 1987).
Le cytoplasme franchi, le provirus doit encore passer dans le même
compartiment que l’ADN cible. Il existe deux cas de figure possible à cette étape. Si
l’acide nucléique est incapable de pénétrer de manière active dans le noyaux en
interphase (comme c’est le cas pour les Aïpharetrovfrzis et les Betaretroviriis), il
devra attendre la dislocation de la membrane nucléique lors d’une division cellulaire
pour effectuer une translocation passive. Le virus concerné se révèle par conséquent
inapte à infecter efficacement une cellule qui ne se divise pas (Roe T et al., 1993
Lewis PL et al., 1994).
Cette caractéristique n’est néanmoins pas partagée par les lentivirus. Par
exemple, le virus de l’irnmunodéficience humaine (HTV) exporte son acide nucléique
dans le noyau (Miller MD et al., 1995 ; Bell P et al., 2001), par l’action conjointe de
plusieurs protéines dont MA (Bukrinsky MI et al., 1993 ; Karageorgos L et al., 1993)
et Vpr, une protéine accessoire du virus (Heinzinger NK et al., 1994). Pour les virus
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possédant cette habilité, la réplication dans des cellules hôtes qui ne se divisent pas
est possible (Weinberg JB et al., 1991).
1.4.4. L’intégration:
Survient alors l’intégration, autre caractéristique d’importance capitale des
rétrovirus qui ne leur est néanmoins pas exclusive. L’intégration du provirus dans le
génome de l’hôte est une étape décisive dans la pérennité des rétrovirus et leur
réplication. En effet, l’ADN viral est incapable de se répliquer de manière autonome
comme le ferait un épisome. Plus encore, il est vite dégradé par la machinerie
cellulaire ; dans les jours ou même les heures suivant l’infection (Donehower LA et
al., 1984). L’intégration est donc pour le provirus un moyen de se maintenir de
manière stable dans la cellule et du même coup être transmis à la descendance
cellulaire. Concomitamment, l’intégration à un site adéquat permet aux gènes viraux
ainsi qu’au génome viral d’être transcrits efficacement (Iordan A et al., 2003).
L’intégrase (ll”), une autre protéine virale, a pour fins de se fixer aux
génomes viraux et cellulaire, de les rassembler, et d’incorporer le premier dans le
second (Coffin JM et al., 1997 ; Bushman fD, 2001 ; Flint SI et al., 2004). Pour ce
faire, elle doit couper l’ADN de l’hôte, et liguer les extrémités du provirus à celles
récemment créées. Il est à noter que si l’intégrase reconnaît spécifiquement les
extrémités du provirus (les LTR), elle accomplit l’intégration de ce dernier dans le
génome de l’hôte d’une manière non-spécifique.
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La sélection du site d’intégration est néanmoins présumée influençable par
différents facteurs, et ne serait donc pas entièrement aléatoire. La séquence primaire
de l’ADN (Holmes-Son ML et al., 2001), les structures de l’ADN (Katz RA et al.,
199$ ; Muller HP et al., 1994), du nucléosome (Pryciak PM et al., 1992), et de la
chromatine (Taganov KD et al., 2004 ; Vijaya S et al., 1986), ainsi que l’activité
transcriptionnelle (Scherdin U et al., 1990 ; Weidhaas JB et al., 2000 ; Wu X et al.,
2003) ont été reportées comme impliquées dans le choix du site d’intégration. Des
hypothèses selon lesquelles des protéines engagées dans la transcription cellulaire
puissent être utilisées par le complexe d’intégration pour diriger l’insertion
rétrovirale ont été émises récemment (Bushrnan FD, 2003 ; Narezkina A et al., 2004)
mais il reste à définir les mécanismes moléculaires s’y référant.
Malgré ces influences, aucun consensus entre les espèces n’a pu être fait sur
une éventuelle préférence du site d’intégration des provirus.
1.4.5. La transcription virale
Une fois intégrés sous la forme d’un provirus, les membres des
Orthoretrovirinae vont mimer les gènes cellulaires et utiliser la machinerie cellulaire
pour exprimer leurs génomes. Les ARN viraux issus de la transcription du provirus
sont traités comme les ARNrn cellulaires, et sont donc coiffés en 5’ et poly-adénylé
en 3’. La transcription des ARN viraux est assurée par l’ARN polymérase II de l’hôte
(Coffin JM et al., 1997 ; pp2O5-2O7). De nombreuses protéines cellulaires vont ainsi
participer à l’élaboration des transcrits viraux, ainsi que des protéines virales, dans
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certains cas. Par exemple, Tax est une protéine accessoire du HTLV-1, trans
activatrice du promoteur du LTR (Felber BK et al., 1985 ; Sodroski JG et al., 1984).
Toutes les protéines virales sont codées par le provirus, mais pas à partir du
même transcrit. A l’instar de nombreux gènes cellulaires, la transcription du provirus
abouti à plusieurs transcrits différents, par le truchement de J’épissage différentiel. Là
encore, c’est le complexe d’épissage de l’hôte qui se charge de la fonction. Les gènes
gag et pro-pol vont être exprimés via le transcrit de pleine longueur, et env à partir
d’un transcrit épissé. Les protéines accessoires sont exprimées à partir de ces mêmes
transcrits ou d’autres correspondant à des épissages différents (Coffin JM et al., 1997
chapitre 6).
1.4.6. La production virale:
La virémie est l’étape finale qui boucle le cycle de vie des
Orthoretrovirinae. Lorsque les protéines virales ont été produites (la traduction des
protéines virales est elle aussi assurée par la machinerie cellulaire), elles s’organisent
pour former les particules virales à la membrane de la cellule. Les protéines Gag
(MA, CA et NC) sont particulièrement investies dans le processus (Dickson C et al.,
1984). Les particules virales ainsi en construction sont immatures. Elles émergent de
la cellule hôte productrice par bourgeonnement, ce qui n’entraîne pas la lyse
cellulaire et assure une production virale plus régulière et importante. Après avoir
quitté la cellule hôte, la particule virale va subir un processus de maturation. Une
protéase (PR) clive de manière spécifique les constituants Gag et Pro-Pol qui vont se
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réorganiser en un noyau structuré (Vogt VM, 1996). Le virion est alors mature,
capable d’infecter une nouvelle cellule.
2. Pathogénicité des Orthoretrovirinae
Les rétrovirus sont associés à une large gamme de maladies, affectant une
grande variété d’organisme. Néanmoins, seuls les Orthoretrovirinae sont pathogènes
pour une raison qui reste encore à élucider, les $pumaretrovirinae ne provoquent
pas de maladie chez leurs hôtes.
II est également intéressant de signaler que l’étude de l’induction tumorale par
les rétrovirus a grandement contribué à la compréhension moderne des tumeurs au
niveau de la biologie moléculaire (Bishop JM ,1991).
2.1. Oncogénèse
Il a été rapporté de nombreux cas de tumeurs associées à l’infection par des
rétrovirus chez les animaux, et ce depuis presque cent ans (Ellerman V et al., 190$).
Le type des lésions reliées à la présence d’un rétrovirus dépend de l’espèce de ce
dernier. Elles sont souvent d’origines mésenchyrnateuse (sarcomes) ou
hématopoïétique (leucémie), beaucoup plus rarement épithéliale (carcinome).
Il est pratique, pour expliquer l’implication des Orthoretrovirinae dans
l’oncogénèse, de classer ceux-ci en trois grandes catégories les virus oncogènes
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portant dans leur génome un oncogène viral, ceux portant un gène accessoire
tumorigène et ceux qui n’en portent pas (les rétrovirus simples).
2.1.1. Les oncogènes viraux
Certains Orthoretrovirinae portent dans leur génome un gène capable de
promouvoir la transformation cellulaire (Bishop JM et al., 1982). On appelle ce type
de gène un oncogène viral et les virus qui les portent des virus transformant ou virus
ARN oncogène de classe I.
Il est maintenant admis que ces virus ont procédé à la «capture» (ou
transduction) d’un gène cellulaire à potentiel transformant (proto-oncogène ou e
onc). La contrepartie virale de ce gène est appelée v-onc. Ainsi une excision atypique
d’un provirus ou une recombinaison entre celui-ci et le génome de l’hôte peut amener
à la production de particules virales porteuses d’une séquence cellulaire altérée
(Stehelin D et al., 1976 ; Hanafusa H et al., 1977).
En temps normal, un proto-oncogène possède une fonction normale et utile à
la cellule, souvent en rapport avec la régulation du cycle cellulaire. Mais si sa
séquence est modifiée adéquatement ou son expression bouleversée (comme par
exemple régulée par le promoteur viral), il peut acquérir une activité oncogène.
À l’exception notoire de souches du fameux virus du sarcome de Rous (Rous
P, 1911) encore étudié de nos jours, les souches rétrovirales porteuses d’oncogène(s)
sont défectives, c’est-à-dire qu’elles ont perdu une partie de leur génome et ne
peuvent se répliquer seules dans une cellule hôte. Elles ont besoin pour cela d’être
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placées en situation de co-infection avec ce qu’on appelle un virus auxiliaire
(“helper”), un rétrovirus proche qui possède lui un génome entièrement fonctionnel
(en particulier les gènes structuraux gag, pro-pol et env) et qui infecte les mêmes
types cellulaires. Les souches défectives qui ne peuvent produire la totalité des
protéines virales requises vont utiliser celles produites par les souches non-défectives
pour encapsider leurs génomes et produire leurs particules virales. Les v-onc sont
souvent de très puissants inducteurs de tumeurs, et la présence d’un rétrovirus
auxiliaire de même qu’une réplication virale ne sont pas toujours nécessaires pour
déclencher la prolifération incontrôlée de la cellule (fung YK et al., 1983 ; Green PL
et al., 1987 ; Poirier Y et al., 1989).
En dépit de sa nature non défective qui le distingue des autres rétrovirus
transformants, le virus du sarcome de Rous (RSV) reste l’exemple cité pour ceux-ci
par considération historique (Rous P, 1911). Il est à noter par contre, que le RSV
possède également des souches défectives (Goldé A et al., 1966). Il porte donc en sus
des gènes structuraux une phase de lecture ouverte nommée v-src (Wang LH et al.,
1976 ; Brugge JS et al., 1977), porteuse du pouvoir oncogène du RSV et codant pour
une protéine Tyrosine kinase p6OSrC (Hunter T et al., 1980). Le gène viral est dérivé
d’un proto-oncogène cellulaire : c-src (Stehelin D et al., 1976 ; Shalloway D et al.,
1981 ; Takeya T et al., 1983). Cette tyrosine kinase est une des pièces maîtresses
d’une cascade de signalisation déterminante dans des domaines aussi variés et
primordiaux que l’adhésion entre les cellules, la motilité, la survie et la prolifération
cellulaires (Martin G, 2001).
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Le phénomène de transduction de proto-oncogène par un rétrovirus
correspond néanmoins à une série d’aberrations et d’erreurs peu communes. Cela
reste un évènement exceptionnel, rarement observé dans la nature et qui n’y constitue
pas une cause significative de tumeur (Coffin JM et al., 1997 ; pp5O2-5O3). Mais ce
type de rétrovirus a joué un rôle de première importance dans l’étude et la
compréhension des tumeurs, de par sa capacité à induire les tumeurs rapidement et
transformer les cellules in vitro, ainsi qu’en permettant d’identifier de nouveaux
oncogènes et proto-oncogènes.
2.1.2. Les gènes accessoires transformants
Il existe également des gènes viraux à action transformante qui ne possèdent
pas d’homologie détectable avec des gènes cellulaires. Ceux-là possèdent une activité
originale, qui ne détourne pas une fonction cellulaire. Ce sont des gènes accessoires
par opposition aux gènes structuraux gag, pro-pol et env, mais ils appartiennent aux
génomes sauvages et les lignées qui les portent ne sont pas défectives. Ces gènes ont
été découverts plus tardivement et leurs fonctions demandent à être investiguées plus
en profondeur. De plus, chacune de ces séquences codantes est un cas particulier, et
montre souvent une polyvalence dans leurs fonctions.
L’exemple le plus étudié est certainement celui de la protéine Tax, codée par
les virus du groupe HTLV/BLV. Le virus de type 1 de la leucémie humaine des
cellules-T (HTLV-1) est l’agent étiologiquement relié à la leucémie des cellules-T
chez l’adulte (ATL), une tumeur liquide très agressive (Hinuma Y et al., 1981
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Yoshida M et al., 1982 et al.Kalyanaraman VS, 1982; Wong-Staal f et al., 1983).
HTLV-1 ne charrie pas de v-onc dans ses particules virales (Seiki M et al., 1983), et
l’étude de la mutagenèse insertionnelle qu’il cause n’a rien révélé de probant ($eiki
M et al., 1984). Par contre, HTLV-1 possède une séquence propre aux virus de son
genre : pX, qui encode trois protéines virales, Tax, Rex et 21X (Lee TH et al., 1984
Slamon DJ et al., 1984; Kiyokawa T et al., 1985). Tax est une protéine multi
fonctionnelle qui confère aux virus qui la code un très fort pouvoir oncogène
(Grassmann R et al., 1989; Hinrichs SH et al., 1987; Nerenberg M et al., 1987;
Pozzatti R et al., 1990; Tanaka A et al., 1990). Ainsi, Tax influence l’activité
transcriptionnelle de certains gènes cellulaires impliqués dans la croissance (Lernoine
fJ et al., 2001), et possède également une action post-transcriptionnelle sur des
protéines de la cellule, incluant p53 (Cereseto A et al., 1996 ; Pise-Masison CA et al.,
1998; Suzuki T et al., 1996). Tax est en outre capable d’inhiber le système de
réparation de l’ADN de l’hôte (Miyake H et al., 1999), ce qui contribue à l’instabilité
génomique de la cellule, et donc facilite l’oncogénèse (Marriott SI et al., 2002).
2.1.3. La mutagenèse insertionnelle
La tumorigénèse par mutagenèse insertionnelle est de loin la plus courante
des trois. De plus, elle s’applique à tous les rétrovirus, de par leur capacité à
s’intégrer, y compris à ceux qui portent un gène transformant viral. Par voie de
conséquence les deux événements peuvent avoir lieu ensemble et travailler de
concert. Les virus oncogène à ARN qui ne portent pas d’oncogènes viraux dans leurs
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génomes (et donc qui médient la tumorigénèse par mutagénèse insertionnelle) sont
dits de classe ii ou chroniques. La plupart des tumeurs résultant de l’infection par ces
virus touchent les cellules hématopoïétiques, plus rarement les cellules épithéliales.
Elles sont décrites comme contribuant de manière significative au nombre des
cancers chez le chat (domestique), la souris (en laboratoire) et le poulet (en élevage).
Le processus d’intégration du provirus est intrinsèquement mutagène et ce de
plusieurs manières. Ainsi il brise la séquence originale de la région touchée, et
introduit des éléments-cis de régulation d’expression et d’épissage. Un provirus
s’insérant à proximité d’un gène impliqué dans la croissance ou la différenciation
cellulaires, peut dérégler l’expression de ce proto-oncogène et ainsi initier la
tumorigénèse. De même, un provirus s’intégrant dans la région d’un gène
suppresseur peut muter celui-ci et amoindrir sa fonction, participant ainsi à la
transformation cellulaire.
Les cas de proto-oncogènes impliqués par mutation insertioimelle dans
l’étiologie des cancers ne manquent pas chez les animaux (Coffin JM et al., 1997
pp486-49l). Par exemple, c-myc est un facteur de transcription très souvent touché
par ce type de mutagénèse lors du développement d’un lymphome causé par
l’infection d’un virus de la leucémie aviaire (ALV) (Hayward WS et al., 1981
Payne GS et al., 1981).
On peut également citer p53, le c<gardien du génome» (Lane DP, 1992),
comme un suppresseur de tumeur touché couramment par la mutagenèse
insertioirnelle des rétrovirus comme le virus de la leucémie murine (MLV) (Wolf D
et al., 1984 ; Ben David Y et al., 1928).
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Le choix du site d’intégration d’un provirus est un événement aléatoire. De
plus, les insertions ayant un pouvoir transformant sont des événements rares. Cela
explique le long temps de latence d’apparition de ce type de tumeurs après
l’infection. En effet, contrairement aux cas de transductions, le processus n’est pas
direct, et demande de nombreuses modifications génomiques, agissant de concert sur
les mécanismes de contrôle de la croissance cellulaire (Li J et al., 1999). Par
conséquent, plus le nombre de cellules infectées est élevé, et plus les chances sont
fortes que les mutations à potentiels oncogènes appropriées aient lieu. Les rétrovirus
simples qui causent fréquemment des tumeurs sont donc ceux capables de causer une
virémie intense chez un hôte approprié. L’évolution de la maladie se fait en plusieurs
étapes mais elle peut prendre un caractère malin très agressif Cette évolution
progressive de la tumorigénèse implique le caractère clonal des mutations
importantes.
2.2. Autres pathologies causées par les rétrovirus
Les autres pathologies causées par les rétrovirus intéressent moins le présent
mémoire, mais ne sont pas triviales pour autant.
Les syndromes d’immunodéficiences acquises sont ainsi reportés chez la
souris, le chat et les singes et les primates. Le syndrome de l’immunodéficience
acquise humaine (SIDA), causée par le lentivirus HIV, constitue une préoccupation
majeure de la médecine moderne. Les rétrovirus impliqués dans le développement de
ces syndromes peuvent être simples (e.g. virus de la leucémie féline FeLV) ou au
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contraire porter un oncogène viral (e.g. RSV) ou même plusieurs gènes accessoires
(e.g. HIV). C’est en infectant les cellules du système immunitaire et en les détruisant
que ces virus sapent les défenses de l’hôte (Coffrn et al 1997 ; chapitre 11).
On dénombre aussi plusieurs maladies du système nerveux central reliées aux
rétrovirus chez les mammifères, incluant des encéphalopathies, des
encéphalomyélites, des dégénérations astrocytaires ainsi que des cas d’hémorragies
intracérébrales. Les rétrovirus ont également été rapportés comme étant impliqués
dans des cas d’anémie chez le cheval et le chat, d’arthrite, de pneumonie et de
mammite chez la chèvre et le mouton, de maigreur pathologique et ostéopétrosis chez
le poulet (Coffin et al 1997 ; chapitre 10).
3. Le virus du sarcome dermique de doré (WDSV)
3.1. La tumeur
Le sarcome dermique du doré (walleye dermal sarcoma ou WDS) est une
tumeur mésenchymateuse du doré (ou doré jaune ou walleye ou $tizostedion vitreum
vitreum) qui a d’abord été remarquée au lac Oneida à New York (Walker R, 1969)
puis ailleurs au Canada (Yamamoto T et al., 1976 et 1988). Les premiers
observateurs de la lésion ont pu remarquer une très forte incidence sur 27% des
adultes à la fin de l’automne au lac Oneida (Poulet FM et al., 1994). Plus intéressant
encore est le cycle saisonnier d’apparition et de régression de la tumeur (Bowser PR
et al., 1988). En effet, fréquemment observables durant la fin de l’autonme et au
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printemps, les lésions ne sont que rarement visibles en été. De même, une réponse
inflammatoire a été associée aux tumeurs durant le printemps et l’été, mais se révèle
indétectable durant l’automne lorsque le nombre des tumeurs augmente. La fréquence
des lésions n’a pas été étudiée durant l’hiver en raison de la glaciation des plans
d’eau dans les régions concernées.
Une étude plus large des tumeurs a été réalisée en 1990 (Martineau D et al.,
1 990b), approfondissant la description de celles-ci. Ainsi les lésions sont-elles
externes, nodulaires, d’un diamètre de 2 à 5 mm (FTG.1H). Elles présentent très
fréquemment une distribution multifocale (c’est-à-dire plurielle), et sont réparties en
groupes sur la peau du poisson.
Les lésions ne sont pas encapsulées, mais gardent une démarcation nette vis-
à-vis des tissus sains environnants, qu’elles repoussent à mesure de leur croissance
(FIG. 1G). La provenance des tumeurs est dermique, l’épiderme restant parfois intact
et couvrant ces dernières. Les lésions prennent assise sur l’écaille, mais le type
cellulaire infecté à l’origine demeure incertain (ce pourrait être la première couche
des cellules sur l’écaille ou les fibroblastes présents dans la couche profonde du
derme). Le centre de la tumeur est très souvent nécrotique. Des plages de nécrose
sont aussi observées aux sites d’infiltration massive de lymphocytes.
Au sein même de la tumeur, les cellules néoplasiques affichent une répartition
désordonnée. Une variation dans le degré de néoplasie est également observée allant
des cellules de type fibroblastique, plus différenciée avec un rapport noyau
cytoplasme normal, jusque des cellules plus néoplasiques, souvent regroupées et
présentant des noyaux de taille et d’aspect varié de caractère anaplasique. La tumeur
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est également formée d’une matrice de collagène qui emplit l’espace intercellulaire
de manière inégale. On peut parfois noter au sein de cette dernière la présence de
fines spicules de matrice osseuse.
Le point le plus important confirmé par cette étude concerne l’absence
d’invasion sur les sites tumoraux et à plus forte raison de métastase chez les poissons
infectés (Martineau D et al., 1990b). Par contre, lors d’expérimentation de
transmissions de la maladie à des alevins, des comportements invasifs des lésions
obtenues ont pu être observés à plusieurs reprises (Eamest-Koons K et al., 1996).
Malgré les caractéristiques histologiques malignes décrites plus haut et à cause de
son comportement biologique, le WDS est donc une tumeur bénigne. Ce principe est
appuyé par la régression saisonnière de la tumeur, au printemps (Bowser PR et al.,
198$).
Enfin, le virus du WDSV a été mis en évidence comme étant l’agent
étiologique de la lésion, d’une part par sa présence dans les cellules tumorales
(Martineau D et al., 1991 et 1992), par la transmission de la maladie à des alevins de
doré, à l’aide d’un homogénat acellulaire filtré de tumeur (Martineau D et al., 1990a)
et par l’apparition de tumeurs de la peau semblable au WDS chez des souris
transgéniques pour un gène accessoire du WDSV (Lairmore MD et al., 2000).
3.2. Le virus
Morphologiquement, le WD$V fut d’abord classé parmi les rétrovirus à
virion de type C (Walker R, 1947; Walker R, 1969) (FIG.1F). Avec l’avènement de
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la caractérisation et de la philologie génétiques et l’analyse des virus oncogènes des
poissons, il est devenu évident que ces derniers échappaient à la classification établie
(Holzschu DL et al., 1995). Un septième genre, nommé EpsiÏonretrovirus a donc été
créé pour le WDSV (Pringle CR, 1992). La taxonomie du WDSV s’établit donc
comme tel : Virus rétro-transcrit, il fait partie en tant que rétrovirus de la famille des
Retroviridae. Au sein de la sous-famille des Orthoretrovirinae, il constitue un
membre du genre nouvellement formé des Epsilonretrovirus.
Le WD$V possède un génome de 12.7 Kb (Martineau D et al., 1992) (le plus
long des rétrovirus) et peut être décrit comme un rétrovirus oncogène et complexe.
Oncogène signifie que le développement de la tumeur est associé à sa présence dans
le tissu affecté (Walker R, 1969 ; Yamamoto T et al., 1976 et 192$ ; Martineau D et
al., 1991 et 1992). Le caractère complexe du virus se rapporte à l’inclusion de trois
gènes accessoires dans son génome, en plus des gènes structuraux gag, pro-pot et
env. Ces trois phases de lecture ouverte (Orf) sont simplement nommées orfA, orfB
et orf C (Holzschu DL et al., 1995). Tous les gènes du virus sont présents chez la
souche sauvage ce qui fait du WDSV un des seul rétrovirus oncogène complexe non
défectif orfA et orf B prennent place en aval de env, tandis que on C s’insère entre
le LTR 5’ et gag, place unique chez les rétrovirus pour un gène accessoire (Holzschu
DL et al., 1995).
C’est l’ARNt de l’histidine qui est utilisé pour initier la rétro-transcription
(Holzschu DL et al., 1995).
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3.2.1. Les gènes accessoires et leurs patrons d’expression
En accord avec l’évolution saisonnière de la tumeur, le patron d’expression
du provirus ainsi que la production virale changent au cours de l’année de manières
quantitative autant que qualitative. Ainsi un homogènat acellulaire de tumeur est-il
capable de transmettre la maladie à des alevins de doré si la lésion a été prélevée au
printemps (Bowser PR et al., 1990 et 1996 ; Martineau D et al., 1990a), alors que cela
se révèle impossible lorsqu’on utilise un inoculat de lésion prélevée en automne
(Bowser PR et al., 1996). Ces résultats suggèrent une production virale au printemps
uniquement. En concordance, il a été observé qu’à partir du printemps, lors de la
régression tumorale, les cellules néoplasiques présentaient de 10-50 copies d’ADN
viral pour la plupart non—intégrées ce qui n’est pas le cas en automne (Bowser PR et
al., 1996 ; Martineau D et al., 1991 et 1992). Finalement, l’étude des transcrits viraux
corrobore ces observations, puisque le transcrit viral génomique (donc de pleine
longueur 12.7kb) n’est exprimé que lors de la régression tumorale, au printemps
(Bowser PR et al., 1996 ; Quackenbush $L et al., 1997). Le transcrit épissé
correspondant au gène structural env (7.4kb) suit le même schéma d’expression.
3.2.1.1.orf A
orfA est le gène accessoire du WDSV le plus étudié. Il est exprimé par six
transcrits sub-génomiques, épissés selon des tailles allant de 2.4 à 3.3kb (Bowser PR
et al., 1996 ; Quackenbush SL et al., 1997 ; Rovnak J et al., 2001). Ces ARN sont
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aussi bien détectés en automne qu’au printemps, mais présents en des quantités au
moins 100 fois plus importantes dans les tumeurs en régression au printemps que
dans les tumeurs en développement à l’automne (Quackenbush SL et al., 1997).
Cependant, le transcrit Ai, de taille 3.3kb et comprenant l’orf A de pleine longueur
ainsi que la partie 3’ du gène env, est lui détecté uniquement dans les tumeurs en
développement (automne) et constitue alors le transcrit de l’orfA le plus abondant
(Rovnak J et al., 2001). Ensemble, ces observations suggèrent que les différents ARN
codés par orf A sont impliqués à la fois dans le développement et la régression
tumorales.
Également, les 112 premiers aa codés par le transcrit Al de orf A ont été
désignés comme dirigeant la protéine dans le noyau de la cellule (Rovnak J et al.,
2001). En contraste, les transcrits A3 à A5 codent pour des protéines tronquées qui
restent domiciliées dans le cytoplasme.
La découverte la plus intéressante au sujet de orf A est sans conteste son
homologie distante avec les cyclines D humaines (LaPierre LA et al., 199$). Les
cyclines cellulaires, en association avec les kinases cycline-dépendante, entraînent la
progression du cycle cellulaire au niveau du passage du point de contrôle Gi vers $
(Sherr CJ, 1995 et 1996). Le dérèglement de l’expression de la cycline D humaine a
été impliqué dans certains cas de cancers humains (Jiang W et al., 1992 ; Lammie G
et al., 1991 ; Motokura T et al., 1991). 11 a été en outre rapporté que l’intégration du
virus de la leucémie murine (MLV) aux locus des cyclines Dl (fis]) et D2 (Vin]),
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était responsable d’un lyrnphome des cellules T (Mucenski ML et al., 1987
Tremblay PJ et al., 1992).
Le cycle d’une levure déficiente en cycline a pu également être complémenté
à l’aide de orfA, appelé à cette occasion cycline rétrovirale (rv-cyclin) (LaPiene LA
et al., 1998). Dans cette expérimentation, une levure (S. cerevisiae) à laquelle il
manque les cyclines de l’étape Gi du cycle cellulaire (les gènes Cm) est transformée
à l’aide d’un vecteur plasmidique contenant la séquence d’orfA sous contrôle d’un
promoteur inductible par le galactose. Les cellules ainsi ingéniérées poussent sur
milieux contenant du galactose (lorsque orfA est exprimé donc) mais ne développent
pas de colonie sur milieu sans galactose.
Ultérieurement, il a été déterminé que les 49 acides aminés (aa) de la partie
N-terminale de orf A étaient similaires dans leur séquence à la première boite cycline
de la cycline A humaine. Le peptide exprimé est en outre capable d’inhiber certains
promoteurs eucaryotes de manière non-spécifique, ainsi que la croissance de cellules
mammifères ou de poisson (Zhang Z et al., 1999b). Le paradoxe ainsi soulevé par les
résultats apparemment contradictoires des deux études de LaPiene LA et Zhang Z a
déjà pu être observé chez la cycline A humaine, reconnue comme impliquée dans la
formation de cancer (Brechot C, 1993) comme dans l’apoptose (Hoang A et al., 1994
Meikrantz W et al., 1994).
Enfin récemment, la cycline rétrovirale a été reconnue comme inductrice de
tumeurs de la peau présentant des points communs avec le WDS chez des souris
transgéniques (Lairmore MD et al., 2000). Le gène accessoire orf A est donc
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vivement soupçonné d’être l’un des principaux agents responsables de la
tumorigénèse des cellules infectées.
3.2.1.2.orf B
A l’instar de orfA, orf B est exprimé à partir d’un ARNm épissé, de 1 .8kb et
unique. De la même manière, il est détectable au printemps dans une forte proportion
comme tous les autres transcrits viraux, mais également faiblement en automne, avec
le transcrit Al de 3.3kb de orf A, alors que les autres transcrits viraux manquent à
cette période (Bowser PR et al., 1996 ; Quackenbush SL et al., 1997).
La fonction de orf B et de la protéine qu’il code demeure inconnue. La seule
information relative à ce sujet est le lien distant qui relie la protéine issue de orf B à
celle codée par orfA (LaPiene LA et al., 1999). Cette information suggère qu’on B
est issu d’une duplication du gène onfA.
3.2.l.3.orf C
Comme déjà discuté dans la section 1.3., le gène orf C se distingue des autres
gènes accessoires rétroviraux de par la place qu’il occupe dans le génome. Ainsi,
dans le monde des rétrovirus, il constitue la seule phase de lecture de taille
conséquente connue (environ 130 aa) à s’insérer entre le LTR 5’ et gag (Holzschu
DL et al., 1995).
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Contrairement aux deux autres gènes accessoires du WDSV, Orf C est
exprimé à partir du transcrit de pleine longueur non épissé. L’ARN génomique est
uniquement exprimé au printemps, dans les tumeurs en régression, en quantité élevée
(Bowser PR et al., 1996 ; Quackenbush SL et al., 1997). La protéine prédite en
fonction de la séquence nucléique se révèle composée de l2Oaa, pour un poids
moléculaire de 14.lkDa. Aucune homologie avec orf C n’a été découverte à ce jour
(LaPierre LA et al., 1999). Un domaine WW putatif a cependant été décrit
(WX42YX36WX33W), présumant une interaction avec des domaines riches en proline
(LaPierre LA et al., 1999).
Une étude récente a grandement aidé à la compréhension du rôle d’Orf C
(Nudson WA et al., 2003). En plus de vérifier la présence de la protéine dans les
tumeurs en régression, la fonction de la protéine a été grandement éclairée. Localisée
aux mitochondries, Orf C est associée à l’apoptose et serait impliquée dans la
désorganisation du potentiel membranaire des organelles. Ce phénomène est connu
comme déclencheur du relarguage de la cytochrome e, évènement relié étroitement à
la mort cellulaire programmée. Ainsi, comme il a été suggéré auparavant (Bowser PR
et al., 1996 ; Martineau D et al., 1992 ; Quackenbush SL et al., 1997), la régression
du WDS serait au moins en partie causée par apoptose, un mécanisme ici médié par
Orf C (Nudson WA et al., 2003).
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3.3. Les mécanismes de l’oncogénèse chez le WDS
Si les avancées décrites ci-dessus permettent une vision plus claire du
processus de tumorigénêse impliqué dans le sarcome dermique du doré, celui-ci
demeure incomplet. Ainsi l’implication de la protéine Orf A dans le développement
tumoral est plus que probable en regard à son activité cycline. Mais cette seule
protéine accessoire ne peut pas expliquer entièrement le phénomène. Il est
maintenant bien établi que la cancérisation requiert des événements multiples
(Malumbres M et al., 2001). Si de telles études ont déjà porté leurs fruits chez
d’autres rétrovirus, l’analyse des sites d’insertions des provirus n’a jamais été







A-F Microscopies électronique en coupe mince de virions rétroviraux.
Photos A-E tirées et adaptées de Retrovirus (Coffin JM et al., 1997). (A) Particules
intracistemales de type A dans le réticulum endoplasmique. (B) Particule de type B
(MMTV), (C) Particule de type C (MLV). (D) Particule de type D (M-PMV). (E)
Lentivirus (BIV ; en haut en bourgeonnement ; en bas : particule extracellulaire
mature). (F) Particule virale du WDSV (Daniel Martineau). (G) Coupe d’un nodule
de sarcome dermique de doré (Daniel Martineau). (H) Vue macroscopique d’un
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ABSTRACT
Walleye dermal sarcoma virus (WD$V) is a piscine complex retrovirus, first member
of the retrovirai Epsilonretrovirus genus. WDSV is etiologically associated with a benign
skin tumour, walleye dermal sarcoma (WD$), which develops and regresses on a
seasonal basis. The WDSV genorne contains a cyciin-like gene (orf-A) which has been
involved in tumor development. However, even the strong growth signais provided by
viral oncogenes are flot sufficient to transform primary celis. For this, the expression of
other oncogenes or the ioss of function of turnor suppressor genes is required. Thus in
addition to orfA, WDS deveiopment oncogenesis may be mediated by an additional
pathway.
We characterized 89 proviral insertion sites in 19 tumors out of 26 using a PCR based
rnethod. Seven integrations occurred in a calpain-like gene in 3 tumors. In addition, RT
PCR analysis of turnor mRNA showed frequent and different aberrant spiicing of this
gene in 1$ tumors out of 25 (72%). Aberrantiy spliced transcripts showed new stop
codons and thus coded theoreticaliy for truncated proteins. Considered together, these
observations suggest that the ioss of caipain function contributes etiologicaliy to the
deveiopment of WDS. This is consistent with the role of caipain as a turnor suppressor
gene.




WalÏeye dermal sarcoma virus (WDSV), the first member of the retroviral genus
Epsilontretroviruses (17), causes walleye dermal sarcoma (WDS), a seasonally regressing
tumour restricted to skin. The high prevalence of WDS in aduit walleyes in some North
American lakes is probably due to elevated host density and reduction of biodiversity in
those lakes (22).
Retroviruses transform celis through several major rnechanisms: insertionai
mutagenesis, oncogene transduction, and oncogenic viral proteins. The WD$V genome
contains accessory genes ofwhich orf-A, a cyclin-like gene, most likely contributes to the
transformation of dermal cells based on the following observations: orf.A complements a
cyclin-deficient yeast mutant (9) and causes skin hyperplasia and tumours in transgenic
mice (8). Even the strong growth signais provided by cellular oncogenes transduced by
retroviruses or the weaker signais given by viral oncoproteins are most ofien insufficient
to transform primary celis and/or to ensure tumor progression. In addition to these
stimuli, the inappropriate expression of other oncogenes or the loss of function of tumour
suppressor genes is required (13).
Calpains are a large family of cystein proteases activated by the elevation of
intracytoplasmic Ca2 concentrations. Fourteen calpain members have been characterized
in humans, one of which, calpain 9 (nCL-4), is functionally described as a tumour
suppressor gene (12).
Here we report proviral insertions within a calpain-like gene and the presence of
aberrantly spliced transcripts in most tumours that we analyzed. These findings are
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consistent with this walleye calpain functioning as a tumour suppressor gene, and suggest
that calpain insufficiency is involved in WDSV-induced tumorigenesis.
MATERIAL AND METHODS
Sample preparation. Ttimours were harvested from Oneida Lake, near New York on
April 13th and 14t1i 1996 (except for Tumour D in April 1996). Normal skin samples
were collected on September 28th 1994, near Quebec City, Canada, and liver samples
were co!lected in July 2000 (except for Liver A in July 2002) from walleyes. Genornic
DNA (gDNA) samples were obtained by grinding tissue in nitrogen and then using Blood
and Ce!! culture DNA Maxi Kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). Extraction of
tota! RNA was carried out using Trizol Reagent (Invitrogen, Burlington, ON, Canada)
method after grinding tissue in nitrogen. The quality of nucleic acid samples was verified
by spectrophotometer analysis and agarose/EtBr ge! electrophoresis for DNA and
agarose/fonnaldehyde/EtBr gel electrophoresis for RNA.
Characterization of walleye calpain sequences. A walleye calpain-like gene (in
submission bankit74$306 + bankit73 5345) was characterized by PCR, and PCR genome
wa!king (BD GenomeWalker kit, CloneTech, Mountain View, CA). The corresponding
cDNA (in submission: bankit735333) was characterized by RT-PCR and 3’RACE
(Invitrogen).
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Characterization of proviral insertion sites. A multi-step PCR method for cloning
the host-LTRjunctions was siightiy modffied (19).
Proviral insertion sites were characterized in 26 tumours as foiiows. A first PCR was
performed on non-digested genomic DNA (gDNA) (500 ng/reaction) using a biotinyiated
LTR-specffic primer (LSP3) and a flanking primer (FP1, 2, 3 or 4), with fixed ends and
seven internai degenerated nucieotides. This flanking primer hybridizes within a
statistically defined range in the template. A first magnetic beads-based purification
separated the LTR-specffic cDNA. The second PCR used a nested LTR-specific primer
(LSP4) and a biotinyiated primer (FSP) that anneai to the 5’ tail-FP sequence, using 2 jiL
of the purification product as tempiate. A second purification segregated products
amplified with FP primers. The iast step consisted oftwo PCR reactions per sampie, both
carried out on 2 1.iL of purified product. The first reaction used the same 5’ taii-FP
specific primer without biotin (FSP S) and nested LTR-specific primer; The second
reaction used FSP $ and a third nested LTR-specific primer (LSP $2), again using 2 tL
of the second purification product as a tempiate.
The PCR-reaction products were migrated on 1.2% agarose/EtBr gei, and products
were cloned in PGEM-TEASY (Promega, Fisher Scientific, Nepean, ON, Canada) or
TOPO-TA (Invitrogen) system. Resuiting clones were sequenced on an automatic
sequencer (ABI Prism 3100, Applied Biosystems, Foster City, CA) at Laboratoire de
synthèse et d’analyse d’acides nucléiques (Université Lavai de Québec, Sainte-Foy,
Canada) or at GenomeQuebec Innovation Centre (University McGill, Montreai, Canada).
PCR reactions were carried out in a 50 tL reaction volume containing 60 mM Tris
S04 (pH=$.9), 1$ mM Na$O4, 2 mM Mg504, 0.25 mM (each) deoxynucleoside
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triphosphates, 0.5 1iM of the specific primers, 1.5 jiM of flanking primer (in the first
PCR) and 2 U of Platinum DNA Taq polyrnerase HiFi (Invitrogen) using a Tgradient
machine (Biometra GmbH i. L., Goettingen, Germany).
The first PCR step was 94°C for 3 min followed by 40 cycles (94°C for 30 s, 68°C to
60°C (-1°C/cycle) for 1 min and 68°C for 2.5 mm) ended by a final extension at 68°C for
10 min. The second and third PCR-reactions used the same program except for the
aimealing temperature (70°C decreased 1 °C/cycle to 62°C).
Database searches were done by the Blast algorithm (National Center for
Biotechnology Information ; expect : 1000 ; word size 7). Since FP can also aimeal to
the provirus, a part of WDSV could be amplified. Analysis was performed using
DNASIS software (V2.0 ; Hitachi Software Engineering Co), to compare sequences with
each other, with WDSV (accession NCOO 1867) and with the walleye calpain-like gene.
PCR on genomic UNA. Two-step nested PCR was performed using gDNA (180 ng
by reaction) for tumours 11, 13 and 23. Nested PCR used diluted (1/20) first PCR
products as template. PCR reactions were carried out in a 50 tL reaction volume
containing 20 mM Tris-$04 (pH=8.4), 50 mM KC1, 1.5 mM MgC12, 0.25 mM (each)
deoxynucleoside triphosphates, 0.2 tM of each primer and 2 U of Platinum DNA Taq
polymerase (Invitrogen). Both PCR programs were 94°C for 3 min followed by 40 cycles
(94°C for 30 s, 72°C to 64°C (-1°C/cycle) for 1 min and 72°C for 2.5 mm) ended by a
final extension at 72°C for 10 min (Table 1; Fig 1).
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Probe preparation. Probes for Southern and Northem analysis were polymerized by
PCR reactions and purified with QIAQuick Gel Extraction Kit (QIAGEN). The calpain
probe used for Southern blots was synthesized using the primer pair Calp2fr-Calp2Bk
(Table 1) with walleye liver gDNA as a template; LTR $outhern blot probe was
synthesized using the primer pair LIR FO-LTR BA2 with tumour gDNA (Tumour D) as
template; the calpain probe employed for Northern blot analysis was synthesized using
the primer pair GW TNT6-Calp2Fr with a plasmid that carry whole cDNA sequence of
walleye calpain cDNA from RT-PCR carried out on walleye liver total RNA as template.
Southern blot. Southern blotting was done by standard method (12). 10 ig ofgDNA
from each tissue were digested by 500 U of concentrated BarnHI, EcoRI, HindIII and
XbaI (New England Biolabs, Mississauga, ON, Canada) in separate vials for 20 hours.
The samples were migrated in TBE on a 0.8% EtBr/agarose gel, at 5 V/cm overnight,
DMA was blotted and UV-crosslinked onto a Hybond N+ nylon membrane (Amersham,
Baie d’Urfé, QC, Canada) (1 8). Probes were synthesized by PCR and [Œ32P]-labelled with
a random primed labelling kit (Roche, Laval, QC, Canada). Hybridization was performed
in rolling tubes as described (18) using QuikHyb Hybridization Solution (Stratagene,
Cedarlane, Hornby, ON, Canada). Afier stringent washes, blots were exposed on films
(Kodak Biomax MR film, VWR Canlab, Mont-Royal, QC, Canada). Southern blot
analyses were performed on gDNA from 26 tumours and 7 walleye livers. Membrane
hybridized with the calpain probe were stripped and hybridized subsequently with the
LTR probe.
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Northern blot. Northern blotting was done by standard method (18). 20 tg of total
RNA were loaded (except for two normal skin tissue samples W lp and W4p 10 tg) on
1.5% agarose/formaldehyde gel and migrated in MOPS buffer, at 5 V/cm for 3 hours.
RNA was blotted onto a Hybond N nylon membrane (Amersham). Transfer and
hybridization were performed as for Southem analyses.
Northern blot manipulations were performed on RNA samples extracted from 4
normal skin tissues and 8 tumours.
RT-PCR. RNAs were treated with DNAse I (DNA-freeTM DNase Treatment &
Removal Reagent ; Ambion, Cedarlane, Hornby, ON, Canada) and reverse-transcribed
using $uper$cript 11TM First-Strand Synthesis System (Invitrogen) with random hexamers.
Then, the RNA was degraded with RNase H (2 U/reaction) (Invitrogen), 37°C for 20
min. For each sample, one reaction with RT and one reaction with DEPC-water replacing
RT were carried out. For each RT experiment, an additional negative control reaction,
without template, was also performed.
2 jiL ofRT product were used as template for PCR (94°C for 3 mm, followed by 36
cycles, 94°C for 30 s, 60°C to 52°C (-1°C/cycle) for 1 min and 68°C for 2.5 mm) ending
with an extension step (68°C for 10 mm). RT-PCR products were analysed on 1.2%
agarose/EtBr gel, cloned and sequenced as above.
RT-PCR qualitative analysis xvas performed on RNA samples extracted from 5




Characterization of a walleye calpain-like gene. The calpain-like gene mRNA (in
submission : bankit73 5333) was 2106 bp from ATG to TGA and consisted of 21 exons.
Genornic DNA (in submission bankit74$306 + bankit735345) was compietely
sequenced except for intron 14-15 which consisted of extended TA and GT repeats over
1.1 kb. The characterized 5’ and 3’ region were 10677 bp and 3394 bp respectively.
WDSV provirus integrates within the calpain-like gene. The combination of
PCR/purification and nested PCR methods identified a total of 95 different insertion sites
in 19 tumours. Flanking host sequences ranged ftom 11 bp to 1242 bp. Ail insertions
characterized by the PCRlpurification method took place at different sites except for
tRNA glycin (2 insertions) and a calpain-like gene (7 insertions). There was no known
oncogene. The integrations within the calpain-like gene occurred in 3 different tumours.
Three insertions in the forward orientation were detected in turnour 11 in introns 9-10,
10-11 and 11-12. An insertion was detected in tumour 13 in intron 10-11 in the opposite
orientation. Three insertions were detected in Tumour 23 in introns 10-11 and 14-15 in
the forward orientation and one insertion was detected in Tumour 23 in intron 19-20 in
the opposite orientation (Fig. 1).
Southern blot analysis showed no alterations in calpain hybridization patterns except
for T23 which showed a faint single additional band in tumor DNA digested with HindIII
and XbaI (2.3 and 3.1 kb, respectively (Fig.2A). These additional bands were detected by
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both calpain and LTR probes, confirming provirus insertion within the calpain-like gene
in that turnor.
Presence of aberrantly spliced calpain transcripts in tissues. Normal skin and
tumors as groups showed different RT-PCR patterns (Fig. 2C). Normal skin samples
showed no more than two different calpain-like transcripts: the correctÏy spliced
transcript (2180 bp) in ail samples and a 2050 bp abenantly spliced transcript (flot
sequenced) in 2 of the 4 normal skin samples. Tumour sampies showed one to 4 bands,
whose sizes ranged from 2.0 to 2.4 kb tumour T10 showed the correctly spliced
transcript with one aberrantly spiiced transcript (238$ bp); Ti 1 showed the correctly
spliced transcript with 3 aberrantly spliced transcripts (2057 bp, 2262 bp and 2444 bp);
T12 showed one aberrantly spliced transcript (2222 bp) without the conectly spliced
transcript; Ti 7 showed the correctly spiiced transcript with one aberrantiy spiiced
transcript (2366 bp); Ti 9 showed the correctly spliced transcript only; T23 showed one
aberrantly spliced transcript (2114 bp) without the coiiectly spliced transcript. In contrast,
the RT-PCR product for cytokeratin ($25 bp) used as control consisted of a single band in
ail tissues analyzed (fig. 2C).
Five correctly-spliced identical transcripts and a single transcript with two aberrant
spiicing features (intron 13-14 was flot spliced out and exon 1$ was skipped, which
resulted in the formation of a new stop codon at bp 1569 in exon 13) were cloned and
sequenced from normal skin RNA (W5p).
Overail, thirty-six calpain-like cDNA were sequenced from 25 tumours of which 25
cDNAs were aberrant. Seven tumors (28%) showed only the correctly spliced, 2.180 kb,
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calpain-like coding sequence. Four tumours (16%) showed both the correctly and
abenantly spliced transcript and 14 turnours (56%) showed one to three aberrantly
spliced transcripts and no correctly spliced transcript.
Insertions ofintron sequences were observed between exons 1-2, 4-5, 7-8, 8-9, 15-16
and 18-19, and ranged from 4 bp to entire introns (intron 18-19). Exon skipping was
partial (exon 15, 10 bp and 54 bp) or complete (exons 9, 15, 16 and 18). Different
combinations of insertions of intron sequences and exon skipping were observed (Fig. 3).
Insertions of intron sequences occurred most often between exons 4 and 5 (10
occurrences) and between exons $ and 9 (10 occurrences). The exons most frequently
skipped were exon 9 (4 occurrences), exon 15 (5 occurrences) and exon 1$ (9
occurrences, of which one occurred in normal skin). Except for a transcript in turnor 3,
the new stop codons formed by the aberrant spiicing junctions were irregularly
distributed over the transcript.
Calpain transcripts. In addition to the expected calpain-like 2.3 kb transcript,
Northen blot analysis of normal skin showed the presence of one to three longer
transcripts (3.0, 4.7 and 6.4 kb) whose relative abundances varied between samples. In




The integration of retroviral DNA within turnour suppressor genes can contribute to
turnorigenesis. for instance, Murine leukemia virus (MuLV) integrates within the two
alleles of NF-1 in BXH-2 mice, contributing to the very high incidence of myeloid
leukemia seen in that strain (2). Integration of Friend murine leukemia provirus in both
alleles of p53 may lead to the complete lack of p53 expression. In turn, these alterations
contribute to the development and progression of erythroleukemia in infected mice (10).
Calpain 9 (nCL-4), normally expressed in stomach, is expressed at abnormally low levels
in human gastric cancers. The turnor suppressor function of this calpain has been fiirther
documented experimentally in a rodent model system using retroviral integration as part
of an antisense RNA approach to identify genes whose inactivation leads to cellular
transformation (12).
The insertion of retroviruses within the host genome is generally random allowing for
preferences for transcribed regions shown by lentiviruses and preferences for promoter
regions shown by Gammaretrovirus such as murine leukemia virus (MLV) (21). Thus the
integration of WDSV within the same gene in 3 of 26 tumours strongly supports the
hypothesis that the walleye calpain-like is involved in the etiology of WDS. Based on
these resuits, we expected to observe rearrangement of this gene by $outhern blot
analysis. Surprisingly, reanangement was observed in only one of the tbree tumours
(T23) (f ig.2A). This apparent lack of rearrangement could be explained by the deletion
of large regions of the proviruses. Altematively WDS tumours may be poiy or
oligoclonal with regards to WD$V insertion sites. This situation would be similar to
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avian leukosis virus (ALV)-induced osteopetrosis in chicken, which is a non clonai
growth of osteoblastic ceiis (16). Interestingiy, both WD$ and ALV-induced
osteopetrosis share other important features: both dispiay abnormaily proiiferating ceiis
originating from bone, both are osteogenic and both contain large amounts of
unintegrated virai DNA (14, 15).
In humans, most genes have less than 13 exons, probabiy because spiicing enor rate
increases with higher numbers of exons (11). Neurofibromatosis type 1 (Nf 1) is a
common proiiferative disease in humans which is characterized by a non clonai
proliferation of diverse ceil types, fibroblasts and Schwann ceils (20). Aberrant splicing
of the Nf-1 transcript, with or without mutations, contributes to the etioiogy of this
lesion. The large number of exons (60 exons) of the NF-1 gene partly expiains the high
frequency of spiicing aberrations seen in abnormally proliferating ceils (7). Simiiariy, the
relativeiy high number of exons (21 exons) in the waiieye caipain-iike gene may
contribute to aberrant spiicing. Consistent with the role of aberrant splicing of caipain in
WDS, waiieye cytokeratin cDNA, which has a smaii number of exons (6 exons), did flot
show aberrant spiicing in waiieye tissue by RT-PCR (Fig. 2C).
Aberrant spiicing caused by retrovirai integration has been reported in other systems.
The Graffi murine leukemia provirus integrates in a distant region upstream of the cyclin
D2 gene, and alters the splicing of that gene by an unknown mechanism which triggers
tumor development (3).
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Aberrantly spliced transcripts were not detected by Northern blot analysis in WDS
tumors. This could be due to the low resolution of Northern blot and the small variation
(a maximum of 265 bases) in the length of the abnormal transcripts.
Most tumours (1 8/25 tumors analyzed by RT-PCR, or 72 %) contained aberrantly
spliced transcripts and no normal transcript (14/25 tumors, or 56 ¾). Splicing aberrations
were both various and extensive. In twenty four of 25 aberrantly spliced transcripts, the
first stop codons formed downstream of the aberrant junctions were irregularly
distributed along the transcript, leading to the production of proteins truncated at various
sites, most ofien near the N-terminal end (fig. 3). Considered together, the above
observations support the hypothesis that no functional proteins were coded by these
transcripts.
RT-PCR analysis showed that aberrantly spliced transcripts are rare in normal skin
(fig. 2C), indicating that frequent aberrant spiicing is a feature of turnors, flot of normal
walleye tissues. The single aberrant splicing observed in skin was exon 18 skipping, the
most frequent site of whole exon skipping in tumors, suggesting a common rnechanism,
such as a specific secondary structure of the walleye calpain-like mRNA predisposing to
this error.
In turnors, some sites were affected more frequently by aberrant splicing (Fig. 3).
Aberrant spiicing ofNF-1 ofien occurs at specific sites (5). Aberrant spiicing ofthat gene
has been reproduced in vitro, without mutations, in turnour and primary ceils kept under
conditions found in spontaneous tumours, such as elevated or low temperature and low
pH. Aberrant splicing was most frequent at the lowest temperature assayed (7°C) (7). It
was concluded that aberrant spiicing at specific junctions is probably due to changes in
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pre-mRNA secondary structures imposed by high and low temperatures. Fish are
poikilotherms and WDS turnours develop in the fail when water temperature decreases.
Accordingly, it has been hypothesized that water temperature plays a major role in the
development ofWDS (1, 4, 23).
In conclusion, we propose that frequent aberrant spiicing of calpain transcripts in
WDS is caused by two different mechanisms, retroviral integration and low temperatures.
Our findings suggest that similarly to the aberrant spiicing of the Nf- I transcript in
neurofibromatosis type 1, the aberrant splicing of walleye calpain-like rnRNA is involved
in the etiology of WDS.
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Table 1: Oligonucleotides used in PCR
primer seguence origin accession position b






LsP3a GGTGCTGAATGCATGTTGCCTTCAAÀCAGT WDSV NCOO 1867 12608
LSP4 ACTCCCTCACAGTTGCTGTGGTGTTGTGAT 7
LSP 52 GGCTGCTTTCCTTTCTTCGAACAT “ 93
LTR F0 ATGTTCTTATATTCGCTTAG 12296





GW INT 2 TTCGTGGTCGGTCTGATCCAGAAG 8276
GW INT 4 ACGCCAACACAGAGACAGAGGAAG “ $755
GW INT 5 GTCAGCCTGTTTCTCGGAGAAGAC 9578C
GW INT 6 CTGGACCAACCCTCAGTTTGTGAT “ $200
ExO fiv CCCGTTCCAGACTCTTTACTCCAIA 1922
Ex15 fw CCTACGAGCTGCAGAAGATCCTCAA 11178
Ex16 bv TCAGCATCACAACGTGICGTAACAT 11491
Ex 17 bk TTGAACTCCAGCAGACCCAGTTTAC 1181 9C





T 11(10-11 )bk 1 TTACCTCCGCCGAGGAGATCCTCTTTCAGT 9213 C
T11(10-11)bk2 AGACGTCACGTGGTACACGCIGTGTAACCT 8971C
T13(10) CACGTTCTGGACCAACCCTCAGTTTGTGAT 8194
T13(10-1 1) GCTGTCTGGATTTACCCTGCAGAGATCTGA $682
ctk3fw AGAATGAGCTAGCCATGCGTCAAT cytokeratin AY129690 176
ctk5rv TAAGTTGGGACTGTAGCTCGATCT 610C
Biotinylated primer
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FIG.2. (A) Southern blot analysis of calpain-like gene and LTR reorganization in
tumor 23. Enzymes used and molecular weight are indicated. Additional hands
that corresponds with both probes are showed by arrow heads.
(B) Northem blot analysis of calpain-like mRNA expression in walleye normal
skins (lanes 1-4) and tumors (lanes 5-12). The expected 2300 hp hand is showed
by an anow head.
(C) RT-PCR analysis of calpain-like and cytokeratin mRNA expressions in
normal skins (lanes 1-4) and tumors (lanes 5-10)



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Cette étude est la première à s’intéresser à la mutagenèse d’insertion chez le
WDSV. En effet, bien que le phénomène soit présent chez tous les rétrovirus et que
deux modes de mutagenèse puissent advenir simultanément, la plupart des études
impliquant un rétrovirus complexe oncogène portent sur ses protéines accessoires. De
fait, de tels gènes sont porteurs d’un pouvoir transformant puissant, et leur action
peut masquer l’effet aléatoire de l’insertion. Malgré cela, le processus de
transformation d’une lignée primaire est un phénomène nécessairement multifactoriel
(Malumbres M et al., 2001). On peut donc imaginer qu’une transduction d’oncogènes
chez une lignée primaire puisse être complétée par une mutagenèse insertionnelle au
cours de l’évolution tumorale.
Le choix du site d’intégration proviral est considéré comme un processus
aléatoire. La détection de trois insertions différentes du provirus dans le même gène
chez une même tumeur peut être interprétée comme révélatrice d’une sélection de ces
mutations pour la tumorigénèse.
En outre, cette hypothèse peut être envisagée sans clonalité. Les étapes
précoces de la transformation cellulaire étant assurées par l’oncogène viral (qui chez
le WDSV est transduit dans toutes les cellules infectées), une croissance accrue des
cellules hôtes est déjà amorcée. La mutagenèse d’insertion interviendrait alors aux
étapes plus tardives, pour poursuivre l’évolution de la tumeur et lui permettre
d’atteindre des dimensions supérieures ainsi qu’une expansion plus rapide. Ce
raisonnement appuie nos résultats: bien que des sites d’insertion dans le gène
homologue à la calpaïne ont été caractérisés dans 3 tumeurs, les réarrangements
attendus en analyse $outhern blot n’ont pu être vérifiés que chez une seule d’entre-
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elles. Nous avons émis l’idée qu’une oligo- ou poly-clonalité pourrait être la cause de
ce résultat. Les sites d’insertions seraient dans ce cas présents chez les tumeurs à une
fréquence inférieure à 1 par cellule. Cette occurrence rendrait la détection de ces sites
plus ardue, aussi bien par technique de Southern blot que de PCR (bien que cette
dernière soit la plus à même de le faire en raison de son fort pouvoir d’amplification).
Nous avons détecté jusqu’à trois insertions par tumeur dans le gène
homologue à la calpaïne. Si l’on considère le gène en question comme portant 2
allèles par cellule, une telle fréquence implique 2 insertions au moins sur le même
allèle, événement moins probable. Concernant un tel événement, il pourrait être
avancé qu’une pseudo-tétraploïdie augmenterait les chances de multiples insertions
dans un gène calpaïne. La pseudo-tétraploïdie fait référence à la duplication du
génome d’une espèce dans l’évolution de celle-ci. Les gènes dupliqués qui ont été
conservés ensuite différent peu entre eux. Certains poissons comme la truite
(AllendorfFW et al., 1984) possèdent un génome pseudo-tétraploïde. De même, les
calpaïnes regroupent chez l’humain 14 membres d’une même famille de gènes qui
présentent une homologie entre eux (Goli DE et al., 2003) et pourraient être
confondus. Mais les identités observées lors de la comparaison entre les sites
d’insertions caractérisés et le gène homologue à la calpaïne (annexe II) écartent ces
possibilités.
Tous les sites d’insertions qui ont été caractérisés adviennent dans une
séquence intronique. Ainsi la séquence codante n’est-elle pas brisée. Cela n’écarte
pas pour autant la possibilité d’un dérèglement de l’expression du gène touché.
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Le provirus intégré dans un intron peut perturber l’excision de ce dernier lors
du processus d’épissage. Une modification de la structure secondaire de l’intron due
à la présence du provirus pourra gêner la reconnaissance des sites d’épissage et
empêcher l’excision de l’intron. Le provirus introduit également ses propres
séquences consensus d’épissage qui sont compatibles avec le complexe d’épissage de
la cellule hôte, amenant à l’expression d’un transcrit fusion entre des exons
cellulaires et viraux. Il peut également promouvoir une transcription aberrante : un
ARN anti-sens s’il est intégré dans la direction opposée au sens de transcription, ou
un transcrit codant pour une protéine tronquée ou de fusion s’il est intégré dans le
sens de la marche.
Les insertions sont orientées indépendamment de tout patron, et à des sites
différents le long du gène. Les résultats ne sont groupés entre les exons 9 à 20 que
parce que la technique de PCR nichée (« nested ») est guidée par les amorces
employées (Table 1 de l’article ; Fig.l de l’article). Cette absence de consensus
suggère un effet aléatoire de l’insertion du provirus du WDSV. La sélection de la
cellule portant une mutation va dépendre de l’avantage mitotique que cette mutation
va lui conférer.
Les calpaïnes sont des protéases-cystéine dépendantes de la concentration
intra-cytoplasmique en ion calcium. Les membres de cette famille sont bien issus de
gènes différents, malgré une homologie entre eux, et non d’un épissage différentiel
d’un même gène. On appelle les gènes impliqués dans ce type de relation des
paralogues et on suppose leur origine comme provenant d’une duplication d’un
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même gène ancestral. Du point de vue de l’évolution, la fonction calpaïne est
conservée des bactéries (Blattner FR et al., 1997) jusqu’aux mammifères supérieurs.
Une telle présence répartie sur la totalité du royaume du vivant implique un caractère
vital et primordial à la fonction. Le système calpaïne, résumé dans la récente étude de
Darrel E. Goil et al. (2002), comprend également un inhibiteur naturel: la
calpastatine.
Les deux calpaïnes principales, la t-calpaïne (calpaïne 1) et la m-calpaïne
(calpaïne 2) sont formées d’un hétérodimère impliquant la petite sous-unité
régulatrice 1. On considère l’expression des calpaïnes principales comme ubiquitaire.
Il reste qu’une particularité majeure de ces protéines est leur fine régulation post
transcriptionnelle. La ji-calpaïne est activée in vitro par des concentrations en Ca2 de
l’ordre micro-molaire tandis que la m-calpaïne requiert des concentrations milli
molaires. En plus de ces deux membres, la famille calpaïne compte d’autres
membres, dont certains sont spécifiques à certains tissus. La calpaïne 9, aussi appelée
nCL-4, en fait partie puisqu’elle est exprimée dans l’estomac.
Les fonctions physiologiques des calpaïnes et leurs mécanismes exacts
d’action restent un mystère irrésolu. Elles sont impliquées dans des domaines aussi
variés que le remodelage du cytosquelette et la motilité cellulaire, le cycle de division
cellulaire, l’apoptose, la différentiation cellulaire et la transmission de signaux
cellulaires. La diversité des domaines dans lesquels elles interviennent ainsi que la
précision de leur système de régulation post-traductioimelle laisse présager d’un rôle
d’intégration des signaux cellulaire ainsi que d’une place centrale pour les calpaïnes
dans le fonctionnement de la cellule.
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Le gène caractérisé dans cette étude a été confirmé par les Drs Beatriz Garcfa
Diaz et Peter L. Davies comme étant fort probablement la calpaïne 2 de doré. Ils ont
également réussi à cloner l’intron 14-15 qui manquait à la caractérisation du gène. Ce
dernier n’a pu être toutefois séquencé en raison des particularités de cette région (voir
l’annexe I pour les séquences utilisées lors de ce projet).
En séquençant systématiquement tous les ADN complémentaires des
transcrits de tumeurs du gène homologue à la calpaïne, nous cherchions à vérifier la
présence d’une séquence provirale qui confirmerait la mutagenèse d’insertion.
Aucune séquence de cette sorte n’a été trouvée, mais les résultats furent édifiants. En
effet, une large proportion des transcrits (25 transcrits sur 36 transcrits tumoraux
séquencés) détectés chez les tumeurs portaient des mutations d’épissage aberrant.
Mieux encore, le transcrit normalement épissé n’était pas détectable chez 56 %
(14/25) des tumeurs testées, tandis qu’au moins un transcrit comportant des erreurs
d’épissage se manifestait dans 72 % des cas (18/25). Les erreurs d’épissage
impliquées conduisent presque toutes à un codon stop aberrant. Ainsi le transcrit mal
épissé code-t-il pour une protéine tronquée, qu’on peut supposer non fonctionnelle.
De tels résultats suggèrent une relation entre l’oncogenèse du WDS, et l’expression
amoindrie du gène homologue à la calpaïne.
Il a été rapporté qu’tme insertion rétrovirale pouvait causer un défaut
d’épissage (Denicourt C et al., 2003). Il est aussi admis que la machinerie d’épissage
n’est pas infaillible et produit une faible quantité d’aberrations en temps normal
(Berg LP et al., 1996).
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Un nombre élevé d’exons accroîtrait aussi les chances d’erreur d’épissage
comme évoqué dans une étude précédente (Kaufmann D et al., 2002). Dans cette
même étude, les auteurs rapportent des résultats forts similaires aux nôtres. Ainsi les
transcrits du gène de la neurofibromatose de type 1 (NF 1) sont-ils sujets à de
nombreuses aberrations d’épissage, en particulier chez les cellules tumorales.
La fréquence d’erreurs d’épissage chez NFl est également décrite comme
étant influençable par la température et le pH. Les deux extrêmes dérangent le
processus d’épissage, mais c’est à la température la plus basse (7°C) que le système
rencontre le plus de difficultés. Cette observation est particulièrement importante
dans les conditions de développement du WD$. Il a déjà été émis que la température
de l’eau pourrait influencer l’évolution de la tumeur au cours des saisons en
modifiant l’efficacité transcriptionnelle du promoteur LTR (Bowser PR et al., 1988),
ou l’activité de la rétrotranscriptase (fodor SK et al., 2002). Ici nous ajoutons que la
chute de la température de l’eau en automne pourrait modifier l’expression du
génome de l’hôte et affaiblir ses défenses face à la progression tumorale. Des études
fonctionnelles sont requises pour vérifier les conclusions de nos travaux.
CONCLUSION
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En définitive, nous avons effectué une étude originale de l’oncogenèse du
WD$, la mutagenèse du WDSV n’ayant pas été investigué auparavant. Nos résultats
suggèrent fortement l’implication d’un gène homologue aux calpaYnes de
mammifère, dont un membre est considéré comme porteur d’une activité “tumeur
suppresseur”. L’inactivation d’une telle fonction dans une cellule hôte participerait à
sa transformation.
De plus, la caractérisation des transcrits pour ce gène dans les tumeurs a
révélé une forte incidence d’erreurs d’épissage. Le gène homologue à la calpaïne, que
nous avons caractérisé à la fois sur le cDNA et l’ADN génomique, est donc sujet à ce
type d’erreurs, particulièrement chez le WDS.
Le mécanisme d’épissage à été reporté influençable par la température chez
des cellules humaines transformées en culture, spécialement lorsque celle-ci décroît.
Le cycle saisonnier du WDS impliquant une progression tumorale aux périodes
froides de l’année, cela suggère fortement un rôle déterminant pour la température du
milieux dans le développement de la tumeur. Nous évoquons ici l’hypothèse selon
laquelle un épissage rendu moins efficace par les conditions extérieures puisse
réduire la quantité de transcrits fonctionnels d’un gène “tumeur suppresseur” au
dessous d’un seuil significatif et ainsi avantager la progression tumorale.
Le travail présenté concerne le domaine génétique et porte sur des aspects
essentiellement qualitatifs. Pour vérifier les conclusions rapportées ici, des études
fonctionnelles et quantitatives s’ imposent.
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1 ggtctcactc cctcacagtt gctgtggtgt tgtgattcct cttctgcaga agatattaat
61 aaagtgtata acagcaaat gtgactggcc tgggctgctt tcctttcttc gaacatggat
121 ataatttaga taagtgaatt tgaattaaca ttttggtgcc gtgacccgga ttcttcaaaa
181 acctctggat tggaaagga ggcttcaatt ttgagcag gaatacctac ctacactaat
241 aaactggtga gtacctttat attttctcat aactttgtct aaataaaaca ataaaaagag
301 ataaataagg tacaagatcc agcatgtagg tgggaatact cctttattca gagaaatagc
361 aagaatcaca aaaacaaaca agaaaataaa taatttatt ttgaaggaag gtagacatga
421 ccgtcacgta tggcttgga tcatcagcat cggtggcacc ttgattactc cattcctaga
481 caaacctcc aagccttttt aaccactatc accttcatag atccccatt taaaatacaa
541 gagaacggac tacagaagg cgaaacaaa actcaaaltg ttaaacaaat aataccacaa
601 cttgtagaa tacccaacca gaattctcca cccccaatat gggtacaagg ccctagaatc
661 aaggggatc ctacctggct gaaataaat gcaaaattta ttactgagct aattccaaa
721 cagaaaggta ccaaaaatat ttctacaaag acttacttat cacgttatt cgttatttgg
781 clacaaaact aaaaaacca tgggaactc ttcctctact cctcctccct cggctctLaa
841 aaactctgac ttattaaga ctatgctaag acacaatat tctggctccg tcaaaaccag
901 acgcattaac caagacataa agaaacagta cccactatgg ccagatcagg gtacctgcgc
961 caccaaacat tgggaacaag ccgacaat cccattggat tcagtctcag aagaaaccgc
1021 taaagtattg aatttctac gagtaaaaat tcaagcccga aaaggggaaa cagcacgaca
1081 aagacggca catactatta aaaaactaat agtagggacc attgacaaaa ataagcaaca
1141 aacagaaata ttacaaaaaa cagacgaatc tgacgaagag atggatacca caaacaccat
1201 gctattcata gcaagaaaca aaagagaaag aattgcacaa caacaacagg ctgacctagc
1261 ggcacagcag caagtcctcc ttttacagcg agagcaacag cgagagcaac gagaaaagga
1321 cattaaaaaa cgcgatgaga aaaagaaaaa attattgccg gatacaacac aaaaggtgga
1381 acaaacagac atcggtgaag cctcttcctc tgatgcctca gcacaaaaac ctatcagtac
1441 tgacaacaac ccggacctaa aagttgacgg agttctgact cggtcccaac acacaacagt
1501 accttcaaac ataaccataa aaaaggatgg tacttcggta caatatcaac atcccattag
1561 gaattatcct actggcgaag ggaaccttac tgcacaagtt cgaaatccat tcaggccatt
1621 ggagttacaa cagcttagga aagattgccc tgcactgcca gaaggcattc cccagctagc
1681 agaatggttg acacagacca tggcaatcta taattgcgac gaggcagacg ttgaacaatt
1741 ggccagagta atcttcccca cacctgttag acaaatagca ggtgttataa atggccatgc
1801 ggctgcaaac acagccgcta aaattcagaa ctatgtcaca gcatgtaggc agcattaccc
1861 cgcagtatgt gattggggga ctatacaagc ctttacatac aaacctcccc aaactgccca
1921 cgaatatgtt aaacacgctg agataatatt caaaaataat agtggacttg agtggcaaca
1981 tgcgacagta cctttcataa acatggttgt acagggttta ccccctaaag tcacccgtag
2041 tctgatgtct ggtaacccgg attggagtac caaaactata ccccaaatca tacccctcat
2101 gcagcattac ctaaacttgc aaagcagaca ggatgcaaaa attaaacaaa ctcccctagt
2161 cttacagctt gcgatgccag cgcagaccat gaacgggaat aaaggatatg taggctctta
2221 ccctacaaac gaaccatatt attcgttcca gcaacaacag cgacctgcac caagggcccc
2281 acctggaaat gtacccagca atacctgctt cttttgcaaa caaccgggtc attggaaagc
2341 tgactgcccc aataaaacac gtaatcttag aaacatggga aatatgggac gaggcggaag
2401 gatgggaggc cctccgtata ggtcacaacc ataccccgca tttatacaac ctcctcaaaa
2461 ccaccaaaac caatataatg gccgcatgga ccggtcacag ctacaagcct ctgctcaaga
2521 gtggcttccc ggtacatatc ctgcatagga tccaattgac tgtccttatg aaaaatctgg
2581 tacaaaaaca acccaagatg taattaccac taaaaatgct gaaattatgg ttacagtaaa
2641 ccacacgaaa attcctatgt tggtagatac aggcgcctgc ctgactgcaa taggaggggc
2701 ggccacagtg gttcccgacc tcaaattaac aaacacagaa attatagctg ttggtatttc
2761 cgctgaacca gttccacatg tcttggcaaa acctacaaaa attcagattg agaacaccaa
2821 tatagatatc tccccttggt acaaccctga tcaaacattt catattctag gaagagatac
2881 cctttctaaa atgagagcca tagtatcttt cgagaaaaat ggagaaatga cagttctttt
2941 accaccgaca taccacaaac aattgtcatg tcagactaaa aacactctta acatagacga
3001 gtatttacta caatttccag accagctatg ggcctcacta ccaacagata ttggtcgaat
3061 gttagtgccc cctattacaa taaaaatcaa agacaatgca tcattaccat caattcgcca












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































7501 aaccttgcgg tacaacaacg aacggatgta aaaaaccaac aaac
attggg aaaggcattg
7561 gaaactccca tatatacgt tacgcttcaa ttagccgac gtcttac
agc agcaatatta
7621 aagcacgaac aacaacaaaa cgtgggaatc acttgtaaag atatagc
cat cctaacagtg
7681 acgcaaatcg ctacgtacct acgggatatt cagcatgagc acttacc
tgt atggtttta
7741 gaacaaataa claatcaaat tttgctacca gtaggacagg taataat
gcc ggagataaca
7801 gcccccccta tattgaccc acltattgga tggaaccagt ccgtcctg
gt ataggactt
7861 acgcaccagc tcactatcac tactgtacag cagcctttat acaaagca
gc aaacatggga
7921 aacttccaag attggactcc ctccctcct tttattctag cgaata
aaac acacggtttc
7981 agtatcgatt gtcccataat gcgaaactcc tttttgtgcc atac
gctccc cacaccagtt
8041 aaactttcag aatgggaaag aagacaIcg accatttatc aaac
gtcacc ccaggtgtgg
8101 ataacgcctg aaggaaaggc ctgcctaaat catcgaat taacag
ttca ggacagaaca
8161 tgcctgataa acaagccagg gtgctttatc cctaaacatc cttggag
tgc agggaaacaa
8221 actatagtcc caacccaata caacaacag aactttgtgc cagata
ctat agatacagag
8281 gataatcaaa cccgggtatt acaaaaggaa atgatagaag cgat
atccaa ggcaaaaagg
8341 gactacggag tactaaaaca gggccagata gcattgattc gaca
tcacga ggctattact
8401 accattcttg gacaagaggc aacatatagc attaaagaaa caca
ggcatt aatttcatct
8461 atcgaacaag aggcatggta taataattta ttctcttggt atgacg
gctc tgtatggtca
8521 cagctacaat tgataatagt tgttatcaca tgtaccatac cact
tttatg ggtattaaat
8581 acatgtttat tttttaaatt acgaagagcc ataagacggg aacg
ggacaa caatatagtg
8641 gtagaatacc aagcacaaac cagaggaaga agaacgcata tgactga
gcc tatcactaaa
8701 aaacaacgag caaaactgct acgacacgca aaaacaaaca gacg
attgcc acgtagccta
8761 agagctacac cagcggtatc tgcttttgaa atggttacgt ttgat
ccaca agaagaaacc
8821 gttgagataa ataggataga cccttctcat gagaacaatg acca
cggagg ccccatgaat
8881 atggcaccga ttataagtgc ggacagttat gccctgccga ctcctta
tat taccataatg
8941 ctagacagag aacttctaaa tcagggcatg cgaaaagtaa ttacg
ctctt aaacgatcca
9001 gcaagagaag tattcaacaa agcatataat ttggttacca ct
aatcattt cactctggct
9061 tatggatgtg acgagtcagc aggatgggtt aaccaacatg ctga
atacat gggaaagccg
9121 gtaatcgtga cattggcggg cctagtaatt acgcctgtgg gt
ttggcttg gataccactc
9181 ccacaacaag aaccattgga aaagttattt atggtcccca atag
catgcc acatgtcacc
9241 gtggccatgg ccgattatca tgagacaaaa gaaatgggca aaat
tgtgaa agacataaac
9301 aacgaagaac ttcttttggt aaaaccacaa ctctttaagt gg
gaccgaag ggttttttgt
9361 agcctgtccc cttgttataa gaggagttgt cactggacac ag
tttgctgc atatcgcatg
9421 ccctgctacg gcagtacagg ccgaagggac ctaacgcaat ct
gcgagcac cttatgtatt
9481 atttcattgt ttatttcatt taaagtaatt ttatttcagt ttatg
ttgat cccgatgatc
9541 taccaacatt tattattatt attagtttta tatttttttt attttct
ttc attatatttt
9601 attttttatt ttttcttgat ttttcttacg tacgtatata caaa
cgtata agactactac
9661 agggtacgtc caaatggata tccctgtaga gtttctaacg gc
ccaggaac cattatccta
9721 tggacatata ccgcccgtat attggaaaga attattgaat tgga
tagata gaatccttac
9781 acataatcaa gctaccccga acacatggga agcaacccat atggtc
ctgt taaaactaca
9841 tgggactctt tccttttcta atccagcaca attacctctt gtgg
cagccg catgcctcca
9901 gatagctgct aaacacacag aggcacattc aaggctggct ga
cccagact acataaccat
9961 gctgggagat ggagtctata ctaaaccatc gttgcttctc acag
aaacaa tggcactatt
10021 cattgtcggg ggacacgttg gagcatacac cctggctgca tgt
gactggt tgttaggatc
10081 gcttccattc tcccaagccg aaaatgactt actacaccct t
acatgtacc attacattaa
10141 actatcttat cgacacagaa cacccgacta tcactccagt c
cggcccttc gagcggcagt
10201 agttattgct gcggccgtaa aaggtgcaga tctgttagaa a
tgaatatgc tcttcataat
10261 gatgtatcat ctaactcaca tctctacagc ttcattgtct ctc
gggttaa cccacttcac
10321 tgcagcatta cagagacaaa tcaatctgga ctttgccgaa g
cagaacaga gagaggcggc
10381 tgagagaaga gccctgttgg aaagagagag agagcaacaa ttac
aagaag cgagagagag
10441 attagatgat gtgatggcag tactggaggc agaggttgca atc
acgataa ccacagccac
10501 tgaaggcacg gacgctgaag acacgagtga ggtcgacgtc atc
aacgtcg tcgatccaat
10561 aggataacta tgttttcaga ctcagattcc tcggacgagg aac
taagcag aataattact
10621 gacattgacg agagccccca ggatatccag caaagtctac atc
tacgtgc tggggtaagt
10681 cctgaggcaa gggttccccc tggtggatta acacaggaag a
atggacaat agactatttt
10741 tcaacatatc ataccccact tttaaaccct ggtatacccc atg
aactaac acaacggtgt
10801 acggattata cggccagtat tttgagacgg gcatcagcaa a
aatgataca atgggactat
10861 gtgttttacc tgcttcctcg agtatggata atgttcccct ttata
gcacg ggaaggCcta
10921 tcacacctta ctcacttatt gactcttacc acctcagtct t
gagcgcaac ttcgttggtt
10981 tttggatggg atctaactgt gatagaattg tgtaatgaaa t
gaatattca aggtgtatat
11041 ttacctgaag taatagagtg gttagcgcaa ttttcattct tatt
tacgca tgttacgttg
11101 atagtagtgt ctgacggcat gatggactta ttactaatgt ttcc
aatgga catagaagaa
11161 cagccattgg ctataaatat cgctctgcat gctttacaaa
cttcctatac tataatgacg
11221 cctattttgt ttgcatctcc gctattaagg attatctctt gtgtttta
ta tgcttgtgga
11281 cattgtcctt ccgctagaat gttgtatgca tacacaatca tga
atagata cacgggggaa
11341 tcaatagcag aaatgcacac tgggtttagg tgtttcaggg a
tcaaatgat agcctatgat
11401 atggagctta ccaattttct cagggatctg acagaggaag aaa
ctccagt attagagata
11461 accgaaccag agcccagccc tacggagtaa ctgtgtacat act
ccccctt tttccccacc
11521 cctacatgtc atagtgctgc tgaatcgggc cgaccatgtc gtgtct
gatg caggtgtcga
11581 cacactggaa atataattaa aagaatctac ctcatgtcca tttt
tcagaa ttgtacaaat
11641 caacacatct ttgtgttgtt agtacaaaag ggggaaatga g
aaactaatt tttgttattt
11701 tattatgttc ttatattcgc ttagctattc ttaaattgtt agt
aaggtga catatgcatt

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Séquence du gène de walleye homologue à la calpaïne:
bankit7483O6 + bankit735345
1 CAGCTGCTGG AATGTGAACG CCGAGTCAGA GATATGATGT CATCTTTGAT TTCTTCCAGT
61 ATCTGTAATA TTACATGGCT GCTTAATGAT TTCCTTAATC ACTCAACTGA AAAAGTGTGA
121 TCCTTGTGAC AAAkATCTTT TTAGCTTGTC TCCTTGGCCT GTCTACTTCT TGCTCGGGTT
181 ACTGCTGCCA TTTCACCAGG ACGCATATGC CAAGÀACCT GCCTCCAATT CTTGTATATG
241 GTTATATC GCATCTGCAG CCGCTTTGTA GTTCGCGTCA GGGGGATAT ACACTAGACA
301 TACAAATAGT TGCCCAA1CT CTCGTGGTAA ATATGTGGGT CTTAGGGAAA CCGATAGGAG
361 TTCTAGGTTT GCAGGCGTTT ACATTCGTTT ACACACGACT TGACACCGAA GGACCGTAAT
421 TAACAAACAA AAACAACAGA TACTAATAGA TATTGACCAA ACAATCAGAG CTCCCGTGTG
481 CATGTCAGCC GCTGAGCAGC GCCACATTCT TTATAATAAT AATAATAATA ATAATPATTC
541 CTTCGCCGCT GTCGGCGCTC GGGCCCTAAT AAATACAAA AACCTAACTT GGTTTAGTCT
601 TCGACTGTCT TATTTTGTTT CACCTTCCTA TTTTAÀACAT CTACACCTGC TGCTCACGAA
661 AACTTCCACC ACAGTATCAC GGATTACAAT TACAAATAC ACAGCCTTG TTCATACGGG
721 AGGCAGACTT CACACTGTCA AACCCTACCA CCTCCCCGAC AGCATAGCTG GCCTCCTCCA
781 CTGAACAGCC CACATGCGGG GAÀATCCTCA CCGCATGTCG GCGTGTCAGC TTCTCCAGCA
841 CCGCATGGTG CACGCCAAAC ACGGGCATAA TGCCCGGCTG ACACTCAAAC TACCTGAACA
901 AACCCACCA CCAACTÀ7TA ACTAACAACT ACACAACAAG ATAAACACGT ACAAAACCCC
961 AAATAAACAG AAAAACAGAG ATAGAAACTC ACACGCTCCG TAGACACTCA CACATCCGCT
1021 CAGAGAGACA GAGACACGTT GTCGTTTGAT CGTTÀACGTA GTGCTACTTT GCATGTTTGT
1081 GGGTCTGAGG TGTGTGTCAT ATTGTAGCTG CCAGAGCTCT GCTGCTCTCT CTCTGTCTCT
1141 GGTCCTGCTC ACTCAGGGGG AGAGGGGGGA GAAGGGGGGA GAGGGGCCAG CGGCTAGAGC
1201 AGCGGAAGCC AGTGTGCGCT TCTTTTACCG ACGATATCTT TTGCGTTTCT TATCCAAACA
1261 ACGTCAAACA CTGCACTTAT CCAAACACAC ACACACACAC GGGTGGAGTG ACGAAGCTCT
1321 AAAGAATGAA GCTGTTTGTT GCTTCAGTCT CTCAGCAACA GAAACTCCCT TCCTGCTTCA
1381 TGTTGACACA CTTAATACAA ACAGGACCGG AAGTCTGACC TGCACTCTCC ACZATAAAAA
1441 CTCCTGTTGT CTTGGTGGAA AAACAAACTC ATGGAAGTAA AACTCTCAAA TCTAAAAACT
1501 GAACTGAATC ACCTGAÀAAC AGGAAGGAAC CCTTCAAATG TTÀAACGGAG AATATTCAGA
1561 TTATTTACTT TGGTGAAGGT AGAACTAAAA CACGCTAAA) GTCCTGATTA TTTACATGGA
1621 GTCTGGTGGG TTTGGTGATG GTGATTTCGG GGCTGTTTCA TGTTAAACTA AAAGGATCTT
1681 ACTCTTTGAC TTAÀAAGGTC TATCTCTGTA GGGATCTTTT CATAATGTGT CTGACATCTT
1741 TAAAAAGTGA AGGATTTTAA TTTGAAGGTA CTCACCAGTT TGACTGAAAT CCCAACAGAG
1801 TCAACACTCC CTCTCTGGCA CAGCACACAC CTGCAGCCCC ACCTCTTTTC CTGCAGACTC
1861 TCCCAAAACT TTCCAGGAAC CAAACCAAAG ACCCTCCAGA CTCTCCCCGT TCCAGACTCT
1921 CCCCGTTCCA GACTCTTTAC TCCATACTCG ACCGAGCTGC AGCATGTCGG GCATCGCCGC
1981 CACCCTGCAG CGCCGCCGGG AGAAQGAGCt GGGCATCGGC TCGTGCAGCC AGGCGGTGAA
2041 GTACCTGAAC CAGGACTACG AGGCTCTGCG GCGGCGCTGC CTCGAGTCCG AAAGCCTCTT
2101 TAAGGACGAC GCGTTCCCGG CGGAGACCTC TTCTCTGGGC mTCATGAGC TGGGCGTTC
2161 CTCCTACAG ATCCGCGGGG TTTCCTGGGA GAGACCGACG GTCGGTGGGA CTTAAAAACA
2221 CTCATTATTT TAATGGAGTT TGGTACAGAG CAACTGAACA GACGACACAT AGGAAAAGAT
2281 TTAAAGATGA CCACAACTTG TTGACATTTG TTCAGACGTC TCTTCTTTTC TTTGCACATA
2341 GTATCCACCA AACTGTTGAA ACAATTCACT TCATTGAGTT TAATAATCCT AAACCCAACT
2401 CGCCCCAATG ATTGGCTGAT AATATTCCAG TAACAAAAAT ACTTGTATCT CTAACTTTAT
2461 CAACTGCTTC TGCGTGGCAA TGTTCTTACG CATTACGCAC GCACACATCT GTGCATGTGT
2521 ACGGTTCATA ATCAGGCCCC AGGGTTTTCC GAATCATTGA CGGGGCAATT AAAAAGCAGG
2581 ATTCTGTGAA TGGAGTTTGG TTTGAGGTTT GTTTAGTGGA GCATAAGAAG CAGCTCAGCG
2641 TGTTCTGCAG GTGTGAAGAA TCTGTCAGAC ATCTGAAAAC ATCAGATTAT AGATGAAATT
2701 GTGGATTATA TATTGCAGAT TAGAGGATAT TTATCTGCTC TGTATCTCAG TCTGTTGGCT
2761 GCTAACACCC AGCGCTGAAA GAAATAAAGA AAAGGAAGAA AGGACTCAGT TTCCTGTCCC
2821 AGAGGAGAGA AGAAACTAGA AAATATTCAC ATTTAACAAG CTGACATCAC ACACATTTAC
2881 CTGTTTTATC ATACTGATTA ATGGATTATC AGAATAGTTG GCGATTAAGT TAATAGTTGA
2941 TGACTAATCC CTTCATCTTT GCAGCGCTAT GTAAATGAAT GTATGTATTT TTCAGAAGCC
3001 CCAGACAGCG AGCGTGCAGC TGAAGGTGTA ATCAGATCTC TGTTGTGTTT CCTGTGCAG
3061
3121 G TGAGACACAA CATTAAGTCA CAGACATTTC AAGTTCTCTT TGTGAATTTT
3181 TAAACCAACA TGTCCCACCT GCCAAACCCA CCAGACTCCA TGCAAATAAT TACTACTTTT
3241 ATCAGCGTAA AACACACTTC ATTCAAAGTG GACAGAAACT AAATAAAACT ATCAAAAGCC
xx
3301 ATCTTGGTTC ATCTTTCCAC TGTTCCAACA ATCACCACTC TGGTTTGC-TT GAZ’ATAACC
3361 CTTAATTCAC CCATTTACAT GTGGAGATAT GCTGCCTCTA TACACGÇTAA AAGTCCTGAT
3421 TATTTACATG GAGTCTGGTG GATATGCT GGCTCTATAC ACGCTAAAAG TCCTGATTAT
3481 TTACATGGAG TCTGGTCATG GTGATTTCAT CTTAATCAAA CTCTGTGTGT GTGACAGACT
3541 TGGCGGCGGT TGTCGTCTTG TCAACAGAAA CATTAACCCA TTAACAGCGA GGAGTGTGTT
3601 GACATk1CAG TAACTAAGGG AAACACCTGA GACAGGCCGG GGGGGGGATT TAATTTCCAT
3661 CTACAGAAGC TATATGAGAT ATTTTTCPAG ATATTTTATA ACAGAATGCC TAAAACCTGA
3721 ACATCATTTC TAAAGCAT CCAGTTTATA TCTAACCTCT GTCTGTCTGT CTGTCTGTCT
3781 GTCTGTCTGT CTGCTTCTCC kG
3841
3901 GTACAC AGAGAGACAG GCAGGCAGGC AGACAGACAG
3961 ACAGACAGGC AGCGCCTGTA CGAGTTAGAT TTAAGAACTG AAAACAGAAC AGCAGAATTA
4021 GAATCAGGTA ATCCTGAAA AAGAAAATTG ACCTGCCTGT CTGTCTGTCT GTCTGTCTGT
4081 CTGTCTGTCT GTCTGTAGTT CTGGCAGTTT GGGGAGTGGG TGGACGTGGT GATTGACGAC
4141 CGCCTGCCGG TTAAAGATQG AGAGTTGCTG TTCGTCCACT CGGCCGAGGG GAGGGAGTTC
4201 TGGAGCGCTC TGCTGGAQAA AGCCTACGCC AkGTAAGACC AGCCAGGGAT TCAACCCCAC
4261 AACCTTCTGT TCACTACCC TAACCCTTAC GCCAAGTAAG ACCAGCCAGG GATTCAACCC
4321 CACAACCTTC TGTTCACACG GGTCAGTGTT TTCATCTCCT CTCTGCTTCA CAGACACGTT
4381 GCTGTCTAAT TAATGTTCC AGGTCAAACC GGACTAACCC AGCTACCAC CAGAGTAGAG
4441 CTTCAAATAT TAATCCATTA ATCTATCAAA GATTTATTTA TTACTTTTAG CTAA.TATGT
4501 CGACTGTTTG GTGATTATTT TAGCTATTT ATTTCAACCA TTTATTCTCA AA1TATTCCA
4561 ACTTTTTTCT WATACTAC GACCTTTTGT GATAGAACAA AGAGACACCA GAACTTGTTT
4621 TGAACTTTTC TTCAGTATCA GTAGTATATC TATGATATAA TCCTCCACCT GTCCCTGGAA
4681 CAGGATCTCT ACTACAACCG GTAACTTGAT CAGCTGATCG CTGGGGGCGT TCAGGTGATA
4741 ATAGACGCTG TGTCAGGTGT GTTCAGGTTT GGTTTCAGCA CGTCGCTGAA TTCTTTACAT
4801 TTGTTTCTCC AGCAGGATGA AACACACAGA CGCACGCACG CACGCACACA CACAGACACA
4861 CACACACATT TAGACACACT CACACACGCA GACACACACA CACGCAGAGA CACACACACA
4921 TGCACACACG CACACGCAGA TATACACACA CACACACACA CACACAGACA CACGCACACA
4961 CACAGAGACA CACACACGCG CATGCACAAA TGCAGACACG CACACGCAGA CACACACGCA
5041 CACATTGTGT GTTATCTCTC TGTGATGTCT CTGCAGGTTG AACGGCTGTT ACGAGGCTCT
5101 GTCTGGAGGA TCCACCACTG AGGGGTTCGA GGATTTCACC GGAGGAPkTCG CAGAGGTCTA
5161 CGAGCTCAAA CAACCCQÀTG CTCGGCTGTT CCACkTCATC CAG.kAGCTC AGAGCCGAGG
5221 CTCACTGATG GGCTGCTCCA TAGACGTAAG CTCTGATATA ACAGAGAGGA AACACTGGGG
5281 TACAACAGGG TATACATAGA CGTAAGCTCT GATATAACAG AGAGGAAACA CTGGGGTACA
5341 ACAGGGTATA CATAGACGTA AGCTCTGATA TAACAGAGAG GAAACACTGG GGTACAACAG
5401 GGTATACATA GACGTAAGCT CTGATATAAC AGAGAGGAAA CACTGGGGTA CAACAGGGTA
5461 TACATAGACG TAAGCTCTGA TATAACAGAG AGGAAACACT GGGGTACAAC AGGGGAAACA
5521 CCGGGGTAAA TCGGGGCACA CAGGGCTACA ACAAGGAGCC AÀCGGAAAA AAGGGGAAAC
5581 CACTGGGTA AACGGGGGTA CACAGGTAA ATAAACAGTT TTCTAGCAGA CCTGGTTAAG
5641 CTGTGATCA7 TTTTTGAAAZ CAATTTTGGG AGTTTAAATT GAAGTGCATA TATATATATA
5701 TATATATAGA TAGATATATA TATAGATATA GTATAGTCGA GGAGGTTCAA CGTTTGTATT
5761 AAAGTTAATT GAAATGTTTT CCAGATCACG AGCTCGTCTG AGTCGGAGGC CGTCACCTCT
5821 CAGAAGCTGG TGAAAGGCCA CGCCTACTCT GTGACCGGCA CAGCTCAGGT GAGAGCTGAG
5881 AGCCCCCCCC CCCTTGCACT CAGCTGTCTG TCCTAACAAA GACCTGCGTT TTTGCCGAAC
5941 ATCTGACGGC TGATGCAGGC CGTGTGAATG TGGCATTAA CCACATTTCC CATGAGTCTT
6001 AGCTCCTAGT CCTGGAGCGT TATACATTTG TTGAAAGTTA ATTGTGTTAA AAGGAGCAGC
6061 AACACCTGCA GAGGGGCGGG TCTTCAGTCA GGTGGTGGGG CTGCTGGCGG CCAGTCAGGT
6121 GTAACTCTGC GTGTGATTGG CTGCAG
6181 GTAGGAA
6241 CCCCGAACAG AGGGAGGGGG GGCATTTCTC GACATTTTTG TCTATTTTTT AGACTTATTG
6301 TCACTTTTTT CAACGTTTAA GTCTCTTTTT CGGAAGTTTT TGGCGCTTTT TTCGACGTTC
6361 TGCGGGGGGT GAGGTGAGAC ATTGTACTTC CTATGTACAG CCACCAAAGC CCTCTGGGAA
6421 CTGTAGTTCT AAAACATAGC GCATGATATG CCCCAATCAG TAGCAAGCAG ATATTGTTGC
6481 GATATTTACT CTGTGTTGGA CAGATTTTAA TTTCGGCGTC ACATCTTGTT AAATAAAATG
6541 CTGTGGACAG ATACTTCCCG CTCTTATTGT GAAACCGTTT CCTGCTTTGA CAG’TCGATG
6601 G CACTC AGGiCCC GGCGTCTZ\ :TCkCC. I’C 3GkCGGA
6661 G:TCTGGT AAAACTCCAC TTCCTGGCTC CAGATATTCT ACTTAAGTA AAATACTATT
6721 ACTTTCATGA ACTTCATGTA AAATTATCGG TATAAAAATC TACTCAAGTA AAAAGTACTT
6781 TACAAGTACC TACTTTTCAA CAGTGGCGGG AGCTATACTT CAAGTTTAAG AAGTTACAGT
6841 ACATAAGAA ATGGCCCAGT TACCGTGCGT GATTGTAATC CGTGAGGTTG TGTGTGTGTG




7081 GC GACATCCTGC AAGCAGTGGT GGACAGACAG AGAGACAGAG
7141 ACGCAGGCAG GCAGGCAGAC AGCCAGAAAC ATCAGAGAGA CAGACAGGGA GACAGTAACA
7201 TGAGAGAGAC AGACAGACAA ACATTGTCCC ATGAGGGAGA TTAGTTTCCA CAGTCGGTTT
7261 TATGCACATT ATGCGACAT AAAGACCCTA AATACAAACA TATTTACATG GCAGCCGTGA
7321 GGAGTCTGGA TGTAGAGAGT GATAGACGTC ATGACTGG TGAGGGCAAG GCGTGTGTTC
7381 CCCCCCATTG TTGACCCAA AGTTACGCCC TTGGCTGTTG CACAATTA ACATCTACTA
7441 CCGTTGCTAT GGCAGCGTTA CCTTATCCTT CCAAAACAAC AGCTCCAGCA TCCTAAACTG
7501 CTGGGTGAGA AAACATATGG TCTCCGGGGA GTAAACTCCC CAGAGCTAGG TTAGTGACAA
7561 GCATGTCTGG GACATGGATG CACCCAGATG GkAAGAGAGA GGAGAGAGGA GCTCAGTGTG
7621 TCACAGGAAG TCCCCCGGCA GTCTAAACT AGAACAGCAG AACTAAGAGC TGGTCCAAGG
7681 CAGACCTGAG CCAGTTCTAT AAGGATTGGT AGATGAATCT GATGACTATG AAGACAAGCA
7741 GAGAAGAGAA TAGCACCCTA AATGTAT AGTGACCCAT TCTGGATACC GCCATTGTCT
7801 CTGTAGCAG CAATGCATTC TGGGAGCGTC ACGGTGAGGG GCATTGAGTT TCCCGCTCCT
7861 CATTTGCAGA AAGTTGAATC CATGCTACTT TATGCTAATG AGGGGCATCC AGCTCGACTC
7921 TCCGCCTCTG GAAAACTGAA CATCTTTCAG AATAAAAGTC TGAATATTTT AACAAATTGT
7981 TGGAATGTTA TGAGAAAATA GTTGGAATAT TTTTCGCAAA AAGTGAGAAT ATTTTGACTT
8041 GACGGTCAGC CTCTGGACAA CTCCTGACA TCTTGTAÀAT GACCGTTGTG GATCTACATG
8101 AAGACAGATT CAGCTACAGA TTAATTCTCT CTAGAACTGT TTTCCTAAAG TGAATGTGAG




8341 GTGAGACA CGTGCACACG GTTGGGTTCG CCGTCTACGG
8401 GGTGAGTAGT CTCTCACGTC CAGACCTTCC TCCACAGCGC TGCGGAGGAG GGTCTGTCTA
8461 GTCCACACAG CATTCCTGGA TGGGAGTAAA ACGTGCTCTG GTTTATTGGC ATTTCTTTA
8551 ACCAATCACA ATCATTGTGG GCGGGGCTA GCTCCGGACG GAGCCACGGT GCCTCTGCTA
8581 AATAGTCTCA GGAAGGAACT TGTTTTGGTG GAACATGTGG ACGTTCAAAA GTGGTTTTAG
8641 TCGTTCAACA GAAAACTCCG ATTGGACAGA TAGTCTAGCT AGCTGTCTGG ATTTACCCTC
8701 CAGAGATCTG AGGAGCAGTT AACCATAGTC CTCACAAATC CACCAGAGGT TAG
8761 GG GACGGACATC CGGTGGATCT TCCACGCCGC CGGAGCAATC
8821 CTGGAAGTGG AACGTTGTGG ATATAGACTA CAGAGTGAGA CACATGCACA AGGTTGGGTT
8881 CACCGTCTAC CAGCTCAGAC AGCACTTGT ACTGTTCAGT CCGGGCTGTT GGAGTTGCTT
8941 CAGGTTACAC AGCGTGTACC ACGTGACGTC TACGTCCAGG CGTCCCTACA GGATTTCGAT
9001 GCCTTTTTTT GTGATTGTTA CAGCCCAAAT GCCTTAGTTT GTGGCAGCTT TTGTAAAAAA
9061 AAATTGCGAC GTATTCTCTG TTGTCCTGCC TAACAGACGA ATTGAAACCC AAGCTCCTTG
9121 GTGCTTTTTT GTGGATTTTT TCATCGTGTT TTTGCGATGT TTTTGTGGCT TTTTCCTGAG
9181 CGMCTGAAA GAGGATCTCC TCGGCGGAGG TAAàGAGCTC TTTGTTAACT CTCGTTCTTT
9241 CTTCTGTTGC AGGTTCCTGA TGAGGTACGG CCATCTTCCT GCAGCTCACA GTTTGTTGCT
9301 CAACATTTCA TTCTATTTTT TATCTGTGAC ATATTCAGTC TCCAGTCTCA CCTCGTGTCT
9361 CTCTATCTCA GTTCCGCGAT AGAA
9421 CGCTCGCTCC GAGACTTTCA TCAACCTGAG GGAGGTGTGC AGCCGCTTCT
9481 GTCTGCCGCC CGGPGAATAC LGCAC AAGAACGGAG
9541 ACTTCTQCGT CCGCGTCTC TCCGAGAAC AGGCTGACTT TCAGTAAGTC AGATTCCAAC
9601 TGGGCTGCAG ACGGCGGCGT GCAGGCAGAG GCCCAGATTT CAGGGTTGAG GGTTAATGG
9661 GGGCCGGGAT GTTCCAACCG ATAAACCAGA AAATCTCACA GCCTTTTGAT CACAGGCACT
9721 GTTTATAAAA TCATCTTCAT CTTCTCTAÀA TGTACTTTCA TAAAAACTGG ATATAATGTT
9781 TTAATAAGGA ATGATGTTTT AAAGCTGATT GTGTTTGTTT CTGCAGA.GAG kTGGACGACC
9841 CTQTCGAGAG CAGAGTGGAG ACGGCAGAT TTCACTCATT AACACTATAT ATATAAACTA
9901 TTAGGGTTAG GAATCAGCAG ATATGAGATA TTCTGCGATA CATTGCAAAA TCTAATATAT
9961 CTTTATTATA TTTGATCAAA CTGCACCATC TAGTGGACTG AA.AGAGCAAC TGATTGTAGT
10021 ATTCTGGTAC CCAAAGTTTA ATTATCAAGT GCAATTTATA TA1TAAAAGA TCGATACCTG
10081 GCGTCTGTAT TAATAGTCTG GATCATGGAA GAAGATAAAA GATGGATATC TATACAGTGT
10141 TACCACGGCA AATATCGCCA CATTGTATCT GTTTCCTAAA ATAAACCTGT GGAGGGACGA
10201 TTTGTTGATT TGTTCCAG
10261 GTGGC TGCTCATCTA TTGTACATTA CACATTTATA
1032 1 AATATAAATA TATATATATA TATATGTATA TGTATATATA TATATATGTG TATATGTATG
10381 TGTGTGTATA TATATATATA TGTGTATATG TATGTGTGTG TATATATATA TATGTGTATA
10441 TGTATGTGTG TGTGTATATA TATATATATA TATATATATA TATATATATA TATATATATA
10501 TATATATATA TATATATATA TGTGTGTGTA TATGTGTATA TATATGTGTG TATATGTGTA
10561 TATATATGTG TGTATATGTG TATATATATA TGTGTATATG TGTATATATA TATGTCGTAT
10621 ATATGTATAT ATATATGTGT ATATATGTAT ATATATATGT GTATATATGT GTATATA
Il manque environ 230pb (impossibles à séquencer) dans l’intron 14—15.
xxii
10678 TGTGTGTGTG TATATATATA TATATATATA TATATATATA TATATATATA TATATATATA
10738 TATATATATA TATATATCTG TGTGTATATC TGTATATATA TCTGTCTATA TCTCTATATA
10798 TATGTGTGTA TATGTGTATA TATATATGTG TATATGTGTA TATATATATG TGTATATATG
10858 TATATATATA TGTGTATATA TGTATATATA TATGTGTATA TATGTGTATA TATATATGTG
10918 TGTATATATA GATGTATATA TGTATATATA TATGTATATA TATGTGTATA TATAGATATA
10978 TATATGTATA TATATATATA TGTATGTATG TGTATATATA GATATATATA TGTATATATA
11038 TATATATGTA TGTATGTGTA TATATATGTA TGTATGTATA TGTATGTATG TATGTATATA
11098 TATATATATA TATATATATA TATATATGTG TGTGTGTGTG TGTGCGTGCG TCTCTGTGCT
11158 GCAGGACTGT GAGATTTCCT CCTACGAGCT GCAGAAGATC CTCACAGÀG TGGTGACCAP
11218 ACGTGAGAAA CAAGACTTTT CTGCATTTTC AGTGATTTTG TCACTTTTGT TTTTGAATGT
11278 TTATCGATGT TTGATGCTTT ATCCGACAGT TTTGACGTTT GTTTGCCAGT TTTTGCTGCT
11338 TTTGACGCTT TTCCGCCATA TTTGCCCCTT TTCTCAGTGT TTTTGATGCA GGTGTATTTT
11398 TCGGTGTGAA CACTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGA ACAGTGTATC TGTGTGTGTG
11458 TTTCTGCAG
11518 GTATCC TTTCATTGAA ATAATCTCCT GACGTGTTAT AGATCAGATG
11578 ATTAACGGAG AAATAACTGT AGTTCAGGTG ATAAACCAGA GACAGCTGCC CCACTGGCTG
11638 ATGGGTAAAT AATGTGTGTG TGAACTTCCT GAACGTGTCT GCAGAAAGAT GGCAGCGGTA
11798 AACTGGTCT GCTGGAGTTC AAAGTGCTGT GGACCAAAkT CGRGGCTAC CTGGTGkGTC
11758 TCAGATCCAG ACCTGGTTT CTGTTTCTCT TAAGTTTCT CAACATCCTT GTCTCTGAAA
11818 TAAGCAACP)& CTTCCTGTAG AGCTCCTCA TAACAGCATT GTCTCTGACT TCCAGCAGTC
11878 TAGGGTCTCT GACTGTGTCT CTGACTGTCT CTGTGTCTCT GACTGTGTCT CTGACTGTCT
11938 CTGTGTCTCT GACTGTCTCT GTGTCTCTGA CTGTCTCTGA GTCTCTGACT GTGTGACTGT
12998 GTTTCTTTGT GGCAGAGTGT TTACCGTCAG AAGGACGTGG ATARTTCAQG GACGATGÀGC
12058 TCCACAGAGA TGAGGATGGC TGTQGPGGA. GCTGGTAAAA CCACTTCACC TCACAGCCTC
12148 AGACCCCCCC CCCCCCGAGC CTCCCCGAGA GAGAACTGT CTGTCTGTCT GTGTTTCAGG
12178 TTTCAGTCTG AACAACGCGC TGCATCAGAT CCTGGTGGCT CGGTACAGCG AACAAGÀTCT
12238 CACCGTCGAC TTCGACAACT TTGTGGGCTG TCTGGTTCGC CTGGAQACCA TGTTCAGTGA
12298 GTCCACACAG TCCTCCCACT CAGAGCGCTT ACACGCAGTT CAAATGCCAC ATTATATTCA
12358 CACGCAGTTC ATACCACA TTATATTCAC ACGCAGTTCA AATACCACAT TATATTCACA
12448 CGCAGTTCPA ATACCACATT ATATTCACAC GCAGTTCÀAA TACCACATTA TATTCACACG
12478 CAGTTCAAAT ACCACATTAT ATTCACAAGC AGTTCAAATA CCACATTATA TTCACACGCA
1253 8 GTTCAATAC CACATTATAT TCACACTCAG ACACCTTCTC CGGTTTCTAA ACTCTGATAA
12598 TGGGTAAGCT CTGGTTACAC GTCTGCACAT GCTCCGTAGC TTCTATTGTC GACGCTTTAC
12758 ATATTTTTTG AATACTTTCA AAGGTTTTTG TAGAGTTTTT TTATGCTGTT TTTTTTAATG
12818 ATTTTTTCAC CGTTTCAAAG GTTTTAGTTT TAAGTTTTTC TTGTTTTTTC CACGTTTTTG
12878 TTACTTTTTT CAACATTTTT ATCGCTCATT GATCATTGAA CTTTCTGCTG TGACTGACTT
12938 CTCTTTATCT TCATGATGAT GATGATGATA ATAATGATGA TGTTGTTTCC TCTCCACAG
13998 GT
13058 ATGAAACATG TTCTCTCTGA GGAAGCCTTG AGAGCAGATC ATCAGGACAG AGCTGCAGAT
13118 CTCACACAC TCTGTACAGA TTCATGTCAA TTTAGTTG TTCCCCGGTA ATTCCAGCTG
13178 GTGTCTGTGC TGCGTTCTGG ACACTCGACA CACATCTGAC CAATAAGCAA TCPAACACGC
13238 GGAAGAAAGT GACAAGAGCA GCAAACACCT CGGAAAAAGA GACAAATGTC AAAAGTCACA
13298 AGAATGTTCA GAAZACGTTG AAAAAAGTG AGTCGGAGAC AAAACTTAGA IAGAAGTGAC
13358 AAAACCATCT TAAAAGTAGC ACAAAAAAAA CCCAGTAAAA AACTAAAGTC TCAAAAAGCG
13418 ACAZAACTTC TGACCAATAG GACGAGTGAA TGTTCTTGTG TGGTTTGTAG TAATTCATTT
13478 GGTTCACATG GATGTCTCGC AGAAGCGTCT CTCCATTATT TTATTTATAT ATATATATAT
13538 ATATTTATTA TTATTATTAT TATTATTATT ATTATTATTA TTATTATTAT TTCTGGCTGA
13598 GCCGTGGGCA TTCAACAGGC GGGCAGGAAG TGTAGAAGCC AGAACATCCG GTCAGACTCC
13658 CGATCGTATA TCACATCACT ACGTGAGTTT AACACTCAA ACACAGACAC TAATCTGTGA
13718 TCCGTGTCGT TCAGACTGG ACTAAATGGA AGAAACCATT TAACTCTGTA GACCAGAAGC
13778 ACAAATACCC AGGAAGAATC CTCTAAACTG GCGTGTGACG CACGGCGGCC GACAGAACCA
13838 AACCACGGTG ATTTTGGGGT TACACAGACC GAGACAGAGA TGATTTAATG TGATGAGATT
13898 CTCTGCTGTG GCTTATTATT TAACTCAAAC TTTTCATTGC TCTTTTTTTA GTTTTAGTTT
13958 ATGATAATAA CCTATAATTT CTCCTGAGT GGCTGAACGT GTCATGCTG TGRGGATCCA
14018 ATATA GTCCGGGTGC TGACTGAAGA TTGTTTACAT
14078 GTTGATTATT AATCATGAAG GAGAGCGATA TTTTATTACT AAATGTTCCG TTACATACCG































cxcii 17 exon 18
exon 19
exon 1 exon 4 exon 5 exon 6



































exon . exon 4 exen 5 exon 6 exon 8
exon 11 exon 12 exon 13 exon 15 exon 17 exon 18
exon 19 exon 21
Calp2Fr: 5’
Calp2Bk: 5’
GW INT1: 5’ 3’
GW INT2: 5’ 3’
GW INT5: 5’GTCAGCCTGTTTCTCGQGA.QkC3’






Ex21+bk : 5 ‘CTCAGCTCTGATCCGGTTCTGGT3’
T13 (10) 5 3’
xxiv
Séquence de la cytokératine du doré:
Code d’accession NCBI AY1 29690
1 atccgtcagt tcatggagag tagcctcc ccctctgccc gtgactactc acattttgag
61 gccaccattg ctgatctgca tggaaagatc caggatgcca ctcgtaaca tggggcatc
121 tatctgtcta ttgacaatgc aaaactggca gcagatgact tcagaccga gtatgagaat
181 gagctagcca tgcgtcaatc agtggaggca gatatcgccg gtcaaagag actgttggat
241 gagctgacac ggccagatc agacctggag atgcagatag aaggcctcaa ggaggagctg
301 atctacctaa aaaagaacca cgaggaggaa ttggcatcca tgagatctca gatgactgga
361 cagatcaatg tggagggg tgcaaaacaa cagccagacc tgggcagcat catggctgaa
421 atgcgtgaac agtatgagag tgtggctaac aagaaccaga aagaacttga agcttggttc
481 caaacaaagt cagagtcact gaacaaggaa gtggcagtca gcacagaaac tctccaaacg
541 tcaaagtcag aaatcaacga aatccgacgc acactccaag gcctgg
601 gcatgaaagc gtccctggaa ggcactttag ctgagacaga gtcacggtat
661 tccatgcagc tccaaggcct ccagaggcag gtgacgtccc tggaagaaca actgatgcac
721 ctgcgttctg acatggaacg ccagagccaa gatacaaaa tgctgctcga catcaagaca




DÉTAILS DES INSERTIONS DU WDSV DANS LE
GÈNE CALPAIN
xxvii





















































exon 11 exon 12 c::cn exon 19
I Insertion Tu 203 (sens fw) Insertion T23 840/980 (sens fw)Insertion Tu 280 (sens fw) Insertion T23 1450 (sens rv)Insertion Tu 1750 (sens fw) Insertion T23 400 (sens fw)
Insertion T13 610 (sens rv)
xxix



















AGGCAGAC C T GAGCCAGTT CTATAAGGAT T GCTAGAT CT GAT GAC TAT GAAGACA
100% sur 5lOpb














en gris : séquence du LTR
différences avec la séquence de calpain
(un x correspond â une délétion)












99% d’homologie sur 539pb
• Insertion T23 400 (sens fw)






94% d’homologie sur 133pb




GGAGCAATCCTGGAAGT GGAACGTT GT GGATATAGACTACAGAGTGAGACACATGCACAAGGTTGGGTTCACCGTC
TACCAGCTCAGACAGCAACTT GTACTGTTCAGTCCGGGCTGTTGGAGTT GCTTCAGGTTACACAGCGTGTACCACG
TGACGTCTACGTCCAGGCGTCCCTACAGGATTTCGATGCCTTTTTTTGTGATTGTTACAGCCCAAATGCCTTAGTT






100% d’homologie sur 767bp
Légende






différences avec la séquence de calpain
(un x correspond à une délétion)
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